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O hormônio gonadotrofina coriônica (CG) é sintetizado e secretado pelos trofoblastos logo após 
a implantação intersticial do embrião no endométrio tanto de humanos quanto de roedores 
atuando na atividade das células luteínicas ovarianas, assim como no útero assegurando a 
gravidez bem sucedida. Ao lado do CG, os hormônios esteróides estradiol (E) e progesterona 
(P) são essenciais no estabelecimento e desenvolvimento da gestação, atuando sobre diferentes 
tipos celulares. Presume-se que nas células Natural Killer uterinas (uNK) estes hormônios 
regulam direta ou indiretamente o recrutamento, proliferação, diferenciação e diversas função 
dessas células. No presente trabalho, inicialmente avaliamos e confirmamos a expressão do 
receptor do hormônio gonadogrofina coriônica (CGR) nas células uNK de camundongos por 
meio da imunocitoquímica. Em seguida foram avaliadas a viabilidade das células uNK isoladas 
do útero de camundongos no 9ºdg e cultivadas em meios suplementadas com CG, P e E. Os 
sobrenadantes e células destas culturas foram coletadas e analisadas quantitativamente para as 
concentrações de VEGF (vascular endotelial factor), TNF-, IFN-, IL-10, granzima B. Da 
mesma forma, os sobrenadantes e/ou células foram coletadas de celulas uNK em cultivo com 
meio suplementado com os hormônios foram desafiadas na presença de LPS 
(lipopolissacarídio) ou, do líquido amniótico ou, em co-cultivo com  células embrionárias 
(E14Tg2A), para analise quantitativa das concentrações de VEGF, TNF-, IFN-, IL-10 e 
Granzima B. Nossos resultados demonstraram que as células uNK de camundongos expressam 
o receptor LH/CGR e são responsivas ao hormônio CG isoladamente e em combinação com P 
e E, in vitro. Sob a influência de CG e P, as células uNK perduram por mais tempo promovendo 
sua diferenciação in vitro, porém são reguladas negativamente quanto à biossíntese e secreção 
de mediadores citotóxico/citolíticos como o TNF- e a granzima B, assim como, do fator 
angiogênico VEGF. Por outro lado, as células uNK em meio suplementado pelo CG+E+P e 
desafiadas com LPS, líquido amniótico e células E14Tg2A aumentam a produção da proteína 
lítica granzima B, relacionada com as via citotóxica da resposta imune inata, sem contudo afetar 







Chorionic gonadotrophin hormone (CG) is synthetized and secreted by trophoblast after 
embryo implantation into the endometrium both in human and rodents and regulate the 
activities of ovarian lutheinic cells, as well as, modulate the uterine activities to support the 
healthy pregnancy. The CG and steroid hormones estradiol (E) and progesterone (P) are all 
together active players affecting several cell types in the maternal-fetal interface of pregnant 
uterus and therefore considered essential for successful pregnancy. It is presumed these 
hormones regulate direct or indirectly the recruitment, proliferation, differentiation and many 
functions of uterine natural killer (uNK) cells. Afterward were evaluated the viability of uNK 
cells isolated from mouse pregnant uterus at 9th gestational day and cultured in medium 
supplemented with CG, E and P. Supernatant and cells of these uNK cells culture with 
hormones were collected after 24h and performed the quantitative analysis of VEGF (vascular 
endothelial factor), TNF-, IFN-, IL-10 and Granzyme B. In the same way, uNK cells in 
culture were challenged with LPS (lipopolysaccharides), amniotic fluid or co-cultured with 
mouse embryonic cell (E14Tg2A) and these supernatant and/or cells collected for quantitative 
analysis of VEGF TNF-, IFN-, IL-10 and Granzyme B. Our results show that mouse uNK 
cells express CG receptor (LH/CGR) and are sensitive to CG or its combination with P and E. 
The uNK cells under CG and P stimuli endure for longer time and differentiate in culture, yet 
their synthesis and secretion of cytolytic/cytotoxic mediator TNF- and granzyme B, as well 
as VEGF expression are downregulated. On the other hand, uNK cells in medium supplemented 
with CG + E + P and challenged with LPS, amniotic fluid and E14Tg2A cells increase the 
production of granzyme B lytic protein, related to the cytotoxic pathway of the innate immune 
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Na gestação de animais com placentação hemocorial como em humanos e 
camundongos, diversos tecidos uterinos sofrem transformações imprescindíveis tais como a 
decidualização, remodelação vascular e acúmulo transitório de linfócitos natural killer 
específico do útero gestante (uNK) que modulam os processos de implantação embrionária, 
organogênese da placenta e acomodação do feto em crescimento. As transformações mais 
marcantes  relacionam-se com remodelação do endométrio (ABRAHAMSOHN; ZORN, 1993; 
LEONARD et al., 2006; GELLERSEN; BROSENS; BROSENS, 2007; ZHANG et al., 2008, 
2011; HERINGTON et al., 2009; RAMATHAL et al., 2010).  
Tais transformações do útero são reguladas primariamente pelos hormônios 
estrogênicos ovarianos estradiol (E) e progesterona (P), os quais atuam nos diferentes tipos 
celulares do útero de acordo com as expressões dos respectivos receptores (ER, PR) ainda no 
útero não-gestante, sem os quais, não inicia a gestação. No útero gestante, as células 
trofoblásticas sintetizam e secretam o hormônio gonadotrofina coriônica (CG) que se 
caracteriza como o hormônio da gravidez (ou da gestação) e tem como função a ação semelhante 
ao do hormônio luteinizante (LH) hipofisário na manutenção da biossíntese e secreção da 
progesterona pelas células do corpo lúteo. Ou seja, o estabelecimento da gravidez e o seu 
sucesso envolve a participação sincronizada dos hormônios estrogênicos ovarianos e do 
hormônio gonadotrófico coriônico placentário. Cada um destes hormônios atua sobre o 
conjunto diversificados de células maternas do ambiente uterino que remodelam ativa e 
continuamente a interface materno-fetal ao longo da gestação (SCHUMACHER; COSTA; 
ZENCLUSSEN, 2014; GAILLY-FABRE; KERLAN; CHRISTIN-MAITRE, 2015).  
 
1.1 Os hormônios gonadotrófico coriônico e estrogênicos ovarianos no útero 
gestante 
 
O hormônio gonadotrofina coriônica (CG) sintetizado e secretado pelos trofoblastos 
é um hormônio glicoproteico, heterodimérica constituída pela subunidade  de 14,9 kDA, 
idêntica às dos hormônios hipofisários luteinizante (LH), folículo estimulante (FSH) e tireo-
estimulante (TSH) (BELLISARIO; CARLSEN; BAHL, 1973). A cadeia da subunidade  de 




cadeia de carboidratos (BAHL et al., 1972; BELLISARIO; CARLSEN; BAHL, 1973). Este 
hormônio é sintetizado e secretado pelos trofoblastos logo após a implantação intersticial do 
embrião no endométrio tanto de humanos quanto de roedores (camundongos e ratos), assim 
como, de outros animais tais como de bovinos e suínos. São identificadas até 30 isoformas 
diferentes do CG durante a gestação em humanos, algumas das quais são produzidas também 
pela adenohipófise, cujas especificidades na atividade funcional são determinadas pelos 
receptores expressos nas células alvo que reconhecem ou não a subunidade  do CG 
(MOSTAJERAN et al., 2017). Porém, os receptores  reconhecem também o LH hipofisário e 
por esta razão, estes receptores são denominados LH/CGR (TSAMPALAS et al., 2010; 
KABLY AMBE et al., 2012). A literatura não discrimina os usos das siglas CG (chorionic 
gonadotropin hormone) e hCG (human chorionic gonadotropin), sendo ambas utilizadas como 
sinônimos. No presente estudo será doravante adotada simplesmente a sigla CG.   
Tanto em humanos quanto em roedores (camundongos e ratos) os alvos primários 
do LH sintetizado e secretado pela adenohipófise são os órgãos gonadais (ovários e testículos). 
No ovário, as células do estroma e das tecas dos folículos ovarianos expressam receptores 
LH/CGR. As células alvos do folículo ovariano promovem inicialmente a biossíntese e secreção 
do estradiol e, na segunda metade do ciclo ovariano as células do corpo lúteo dependem do 
estímulo do LH para a biossíntese e secreção de progesterona. No testículo, as células 
intersticiais ou de Leydig expressam LH/CGR e produzem testosterona sob o estímulo de LH 
(MURAYAMA et al., 2012). 
O CG produzido pelos trofoblastos placentários em implantação consolidada, tem 
ação inibitória sobre a hipófise na produção do LH, porém atua diretamente no ovário, 
mimetizando a atividade do LH sobre as células do corpo lúteo estimulando, os mesmos 
receptores LH/CGR, na biossíntese e secreção de progesterona durante o primeiro trimestre  da 
gestação (HANSEL; BLAIR, 1996). O CG é produzido precocemente pelos blastocistos pós-
eclosão (destituído da zona pelúcida), supostamente promovendo a ativação da janela de 
implantação em mecanismos ainda desconhecido (MANSOUR et al., 2011; XIAO-YAN et al., 
2013; SANTIBAÑEZ et al., 2014). Ou seja, a expressão de receptores LH/CGR não é exclusiva 
das células gonadais feminina e masculina, sendo também comprovadas em diversos outros 
órgãos extra-gonadais em diversos animais, inclusive humanos (ZIECIK et al., 2007). Tais 
diversidades de expressão faz presumir uma ampla variedade de funções e respostas mediadas 





No útero humano, as expressões dos receptores de LH/CGR são relatadas nas 
células do estroma endometrial, sendo particularmente intensa na camada muscular média e 
endotélio dos vasos arteriais do endométrio e, no miométrio tanto na fase proliferativa, quanto 
na secretora da ciclo menstrual e também na menopausa (LEI; RAO, 1992). A expressão nas 
células musculares lisas dos vasos arteriais sugerem que os hormônios gonadotrófico 
hipofisário e placentário possam exercer função reguladora no fluxo sanguíneo do endométrio 
(LEI; RAO, 1992). A ação direta do CG nos diversos tecidos do útero gestante é ainda 
controversa, porém de acordo com Mostajeran e colaboradores (2017), a injeção dose 
dependente da CG intra-uterina em pacientes submetidas à fertilização in vitro promovem 
melhorias substâncias, incluindo pacientes com histórico de aborto recorrente. Schumacher e 
colaboradores (2013) demonstraram que o CG, contribui para a tolerância fetal não só atraindo 
maior número de células T reg à interface materno-fetal, mas também aumentando a capacidade 
imunosupressora dessas células. 
Os hormônios estradiol e progesterona atuam na regulação do recrutamento, 
proliferação, diferenciação e função das células uNK via ação direta sobre os receptores 
nucleares intracelulares ou indireta através de células intermediárias no útero durante o início 
da gravidez (DOSIOU; GIUDICE, 2005; WALLACE; FRASER; CARTWRIGHT, 2012; 
GONG et al., 2017). Estudo realizado por Gibson e colaboradores (2015), demonstram que os 
estrógenos também são produzidos localmente no endométrio gestante e podem regular 
diretamente a atividade das células uNK de humanos. Os estudos de Guo e claboradores (2012) 
demonstram que as uNK de humanos não expressam  o receptor para progesterona (PR) mas 
apresentam o receptor de glicocorticoide (GR) que pertencem à mesma família de receptores. 
O estradiol e progesterona podem ativar a expressão gênica de proteínas 
imunomoduladoras ou angiogênicas nas células uNK em camundongos como a expressão do  
imunossupressor galectina-1 (DOSIOU; GIUDICE, 2005). O estradiol aumenta a secreção de 
CCL2 em células uNK para regular positivamente a neovasculaização no endométrio (GIBSON 
et al., 2015), enquanto a progesterona induz a expressão de IFN-γ que pode resulta na supressão 
da ativação de NF-kB e STAT4 (GUO et al., 2012). As células do estroma endometrial, os 
trofoblastos e linfócitos T são propensos a transdutores de proteínas intermediárias de 
progesterona  produzindo o Hoxa-10 (YAO et al., 2003), o fator de bloqueio induzido por 
progesterona (BOGDAN; BERTA; SZEKERES-BARTHO, 2017) e citocinas Th2 
(MIYAURA; IWATA, 2002), respectivamente, que reduzem a citotoxicidade das células uNK. 




críticos tanto para o acumulo local das células uNK, quanto para modulação das suas funções 
no útero gestante. 
 
1.2 Células uNK, um subtipo funcional específico da gestação 
 
O acúmulo transitório de células natural killer (NK) no útero gestante é um 
fenômeno intrigante da biologia da reprodução, considerando serem estas células pertencentes 
à categoria de leucócitos efetores da resposta imune inata e constituem a população leucocitária 
predominante (>85%) no útero gestante. Isto é, as células NK encontradas no sangue circulante 
ou em outros órgãos periféricos não-hematopoiéticos (cNK) são células imuno-efetoras com 
ação citotóxica contra células alteradas por vírus ou células tumorais.  Por outro lado, as células 
NK que acumulam no útero gestante (uNK) são consideradas células imunomoduladoras que 
toleram o trofoblasto do embrião semi-alogeneico responsável pela implantação embrionária 
intersticial e placentação hemocorial e que, perante os trofoblastos, produzem fatores 
angiogênicos que modulam a remodelação vascular do endométrio tanto em humanos (KING e 
LOKE, 1991; LIPPE e colab., 2013) como em camundongos (LIMA; PAFFARO; YAMADA, 
2013; CROY et al., 2014) que suprem os nutrientes e oxigenação da placenta hemocorial.   
Em humanos, as células uNK são identificadas como CD56brigh CD16dim, produtoras 
de citocinas e fatores de crescimento que auxiliam na modulação da homeostasia da interface 
materno-fetal (MOFFETT-KING, 2002; LEONARD et al., 2006; HANNA; MANDELBOIM, 
2007; BARRIENTOS et al., 2009; BLOIS; KLAPP; BARRIENTOS, 2011). As células uNK de 
humanos compreendem duas subpopulações, onde predominam as uNK CD56brightCD16- ou 
CD56brightCD16dim (90%) e 10% são uNK CD56brightCD16+ que diferem funcionalmente. Assim 
como nas células NK encontradas no sangue circulante (cNK) que são predominantemente 
CD56dimCD16+, as uNK CD16+ são citolíticas, enquanto as CD16- são secretoras de citocinas e 
quimiocinas (SAITO et al., 1993; MOFFETT-KING, 2002; LAIRD et al., 2003; 
TUCKERMAN et al., 2010). Mesmo entre as populações de células uNK CD56brightCD16- e 
células NK CD56brightCD16- do sangue circulante (cNK) há diferenças no perfil de receptores, 
sendo as uNK KIR+, CD69+ e CD62-, enquanto as cNK são KIR-, CD69- e CD62+ (DOSIOU; 
GIUDICE, 2005). É importante mencionar ainda que na distinção fenotípica, as células cNK 
CD56bright são agranulares, enquanto as uNK CD56bright na decídua são na sua grande maioria 
semelhantes aos linfócitos granulares (KING; LOKE, 1991) e de acordo com o perfil de 




uNK apresentam genes relacionados à atividade citotóxica como a perforina, granulisina, TNF-
α e IFN-y (KOOPMAN et al., 2003) o que  caracteriza diferenças morfológicas e variações 
funcionais entre as subpopulações de células de cNK e uNK.   
Portanto, as células uNK CD56bright são fenotipicamente distinguíveis das 
populações das células cNK CD56bright, baseado na expressão de CD9, CD103, NKp30, NKp44, 
NKp46, NKG2D e receptores inibidores KIR (killer inhibitory receptor) (HANNA; 
MANDELBOIM, 2007; HUNTINGTON; VOSSHENRICH; DI SANTO, 2007). Contudo, o 
conteúdo de grânulos repletos de mediadores citolíticos como perforina, granzima A e B ao 
lado de uma grande produção de citocinas pró-inflamatórias que as células uNK sintetizam na 
interface materno-fetal (KOPCOW et al., 2005), sugerem uma atividade citolítica/citotóxica. A 
despeito de inúmeras evidências indiretas sobre atividade citotóxica das células uNK com 
consequente interrupção da gravidez, este fenômeno não está comprovado experimentalmente. 
Naturalmente, as restrições éticas para experimentações em humanos limitam os avanços nestes 
estudos, tornando o uso de animais experimentais imprescindíveis para elucidar os mecanismos 
que afetam a relação causa e efeito do envolvimento das células uNK na saúde da gestação 
normal e suas complicações.  
Em camundongos, as células cNK do sangue ou as uNK do útero gestante não 
expressam as moléculas CD56 e não se conhece o seu homólogo. As células NK de 
camundongos são reconhecidas pela expressão da molécula de superfície CD122 (IL-2Rβ/15R) 
(ROSMARAKI et al., 2001; TANG; ALFIREVIC; QUENBY, 2011), e que para distinguir dos 
linfócitos T que também expressam o CD122, o fenótipo das células NK em geral é considerado 
CD3-CD122+ (COLUCCI; CALIGIURI; DI SANTO, 2003). Morfologicamente, as células 
uNK de camundongo foram identificadas inicialmente como células granulosas da glândula 
metrial (GMGc) pela reatividade de seus grânulos citoplasmático à citoquímica de PAS e pela 
microscopia eletrônica (STEWART; PEEL, 1977).  Paffaro e colaboradores (2003), 
introduziram a citoquímica de lectina DBA (Dolichos biflorus) para identificação seletiva das 
células uNK de camundongos que distinguem 4 subtipos morfológicos de acordo com o padrão 
de marcação na superfície celular e conteúdo e grânulos (PAFFARO et al., 2003; BIANCO et 
al., 2008; ZHANG et al., 2008; LIMA; PAFFARO; YAMADA, 2013). Este padrão de 
reatividade não é observada em outros leucócitos ou cNK de outros órgãos linfoides sugerindo 
que as uNK tenham fenótipos funcionais distintos de células cNK (PAFFARO et al., 2003; 




As células uNK DBA+ são encontradas no útero de camundongos após a 
implantação embrionária e aumenta gradualmente do 6º ao 12º dg pela rápida migração e 
proliferação exclusivamente na região mesometrial do útero gestante (PAFFARO et al., 2003). 
As células uNK DBA+ apresentam estágios de maturação compreendendo as células pequenas 
agranulares semelhantes a outros linfócitos indiferenciados; as com poucos grânulos no 
citoplasma; as maiores com numerosos grânulos citoplasmáticos e as senescentes com grânulos 
pequenos em citoplasma claro e núcleo com cromatina condensada (PAFFARO et al., 2003; 
LIMA; PAFFARO; YAMADA, 2013). A incidência destes subtipos na região mesometrial 
varia de acordo com período gestacional, sendo que do 9º ao 12º dg quando há maior incidência 
de células uNK DBA+, os subtipos menores com poucos grânulos ocupam predominantemente 
a área do MyLAP (myometrium lymphoid agregate of pregnancy)  e do MLAP (mesometrial 
lymphoid agregate of pregnancy) enquanto os subtipos maiores com grande quantidade de 
grânulos ocupam o ELAP (endometrial lymphoid aggregate of pregnancy) que compreende o 
endométrio não decidualizado do MLAP (LIMA; PAFFARO; YAMADA, 2013).   
De acordo com este critério de identificação morfológico sugeriu-se que as células 
uNK DBA+ diferenciadas seriam aquelas que apresentam grânulos citoplasmáticos com 
conteúdo citolítico, e portanto uma célula efetora capacitada para resposta imune inata, 
enquanto as células uNK DBA+ pequenas e agranulares seriam funcionalmente inaptas ou 
imaturas na função lítica  (PAFFARO et al., 2003; ZHANG et al., 2011). Lima e colaboradores 
(2012) identificaram que o VEGF (vascular endotelial growth fator) é expresso tanto nas 
células uNK DBA+ agranulares e granulares, enquanto a proteína lítica perforina é expressa nas 
formas granulares. Portanto, as células uNK DBA+ são funcionalmente aptas na atividade 
angiogênica desde a sua forma agranular e mantêm esta atividade nas formas granulares, 
enquanto a competência funcional das células uNK na resposta imune inata como célula 
citolítica efetora estaria restrita às células DBA+ com grânulos.  Contudo, se esta última origina 
da diferenciação das células uNK DBA+/VEGF+/agranulares permanece especulativa. Da 
mesma forma, não há evidências experimentais que expliquem o conteúdo citolítico das células 
uNK DBA+/perforina+/granulares ou mesmo, se estas células são competentes na atividade 
citotóxica da resposta imune inata.  
 Apesar destas atividades críticas na remodelação vascular do endométrio gestante, 
as células uNK não são imprescindíveis no sucesso da gestação, uma vez que a gravidez a termo 
é atingida em experimentos utilizando camundongos imunodeficientes ou depletados de células 




relevam o fato das células uNK de camundongos apresentarem o fenótipo de uma células 
citolítica, isto é, estão repletas de grânulos que contêm os mediadores citolíticos convencionais 
da resposta imune inata mediada pelas células NK, como a perforina e as granzimas (LIMA et 
al., 2012; ZAVAN; DO AMARANTE-PAFFARO; PAFFARO, 2015).  Em humanos, diversos 
relatos clínicos apontam o aumento de células NK no sangue circulante e/ou no endométrio de 
pacientes com aborto recorrente ou interrupções da gravidez de causa desconhecida.  
Desta forma, permanece como incógnita a atuação das células uNK na atividade 
citotóxica ou citolítica e seus mecanismos de ativação no útero gestante que possa comprometer 
o sucesso da gestação.  
O influxo, proliferação e diferenciação das células uNK no útero gestante depende 
de alguns fatores cruciais para a manutenção dessas células. As citocinas são moléculas 
imprescindíveis na reprodução estando envolvidas em várias etapas deste processo como, 
desenvolvimento folicular, na implantação do embrião e no crescimento e diferenciação do 
endométrio (HUNT; ROBY, 1994; SAVINO; DARDENNE, 1995; SIMON; PELLICER; 
POLAN, 1995; PETRAGLIA et al., 1996). IL-15 é produzida por uma grande variedade de 
tipos celulares (NIEDBALA; WEI; LIEW, 2002).  Carson e colaboradores (1994), observaram 
que células NK expressam constitutivamente receptores de IL-15 e que a estimulação das NK 
circulantes de humanos leva à produção de citocinas. A expressão do receptor de IL-15 também 
foi identificada em células uNK (VERMA et al., 2000) e a IL-15 é encontrada no endométrio 
tanto de humanos (KING, 2000) como de camundongos (YE; et al., 1996), sua supressão 
(camundongos IL-15KO) não apresentam células uNK (ASHKAR et al., 2003). A produção de 
IL-15 pelas células deciduais no útero é regida por controle hormonal (OKADA et al., 2000) e 
estudos realizados em nosso laboratório com células uNK de camundongos, demonstraram que 
essa citocina é crucial para a manutenção dessas células in vitro (FARIAS, 2007).   
Dessa forma além das citocinas consagradas como a IL-15 que é essencial para 
proliferação e diferenciação das células uNK no útero gestante, os hormônios ovarianos tanto o 
estrógeno quanto a progesterona, junto como CG placentário podem ser fatores críticos para a 
regulação das células uNK no útero gestante. Dados estes não considerados anteriormente nos 
ensaios que tiveram como alvo avaliar as respostas ou viabilidade das células uNK in vitro.  
 





As células Natural Killer circulantes (cNK) são efetoras da resposta imune inata 
com atividade citolítica/citotóxica e desempenham um papel importante no controle de 
infecções virais e eliminação das células tumorais (BIRON et al., 1999; IKEDA; OLD; 
SCHREIBER, 2002; BALKWILL, 2009). A atividade citotóxica se dá através da secreção de 
citocinas pró-inflamatórias tais como IFN-γ e TNF-α (SANTOLI et al., 1978; WELSH, 1978; 
GRUNDY et al., 1982) que são estimuladas pela ativação de diversos receptores tais como o 
NKG2D (MORETTA et al., 2002; LANIER, 2005; LONG, 2008). Segundo os estudos 
realizados por Wang e colaboradores (2012), o IFN-γ e TNF-α são uma parte integrante da 
máquina efetora de cNK, e elas sinergicamente melhoraram a função citolítica das células cNK.   
 IFN-γ ativa o caminho de sinalização de STAT em células alvo, que conduz o 
controle da infeção (MIYAGI et al., 2007). O paradigma principal considera que a função anti-
viral e anti-tumoral mediada pela citocina de células cNK é  distinta da sua função lítica, uma 
vez que, células tratadas com IFN-γ tornaram-se resistentes à lise por cNK (FRIES;; GOLUB, 
1988; GRÖNBERG et al., 1988; MAZIARZ et al., 1990; MAIO et al., 1991; RAMIREZ et al., 
1992; NISHIMURA et al., 1994). Neste sentido, as células NK podem ser considerados 
simplesmente como um importante produtor de IFN-γ em resposta à estimulação de outras 
citocinas inatas ou reconhecimento de células alvo. Recentemente, demonstrou-se que as 
células cNK CD56dim CD16+ liberam abundante quantidade de IFN-γ numa fase precoce da sua 
ativação (FAURIAT et al., 2010; JUELKE et al., 2010; DE MARIA et al., 2011), obscurecendo 
a divisão entre a produção de IFN-γ e função citotóxica das células NK. Estes dados redundantes 
sugerem que o efeito do IFN-γ pode varia de acordo com a concentração e combinações de 
fatores locais.  
Os efeitos biológicos do TNF-α dependem da interação com o receptor, que pode 
ser TNFR1 (ou p55 ou CD120a) ou TNFR2 (ou p75 ou CD120b) (MCFARLANE et al., 2002; 
DAVISON et al., 2006). O receptor TNFR1, expresso constitutivamente, é encontrado em todas 
as populações celulares, liga-se preferencialmente ao TNF- solúvel e está relacionado à maior 
parte das funções do TNF-α, incluindo morte celular e proliferação, principalmente quando 
interage com fatores intracelulares que ativam NF e outros agentes (VANDENABEELE et 
al., 1995; SANCHEZ-MAZAS et al., 2000; HIRSCH; FILIPOVICH; MAHENDROO, 2006). 
Já o TNFR2, caracterizado como receptor induzível é encontrado apenas em células 




TNF-α associadas à membrana e medeiam mecanismos de proteção celular não possuindo o 
domínio para iniciar a cascata apoptótica de morte celular (VISSER et al., 2002).  
Assim como nas cNK, as células uNK de humanos e camundongos produzem 
inúmeras citocinas que atuam como mediadores da resposta imune, com ações peculiares na 
gestação (SCHÄFER-SOMI, 2003). As citocinas produzidas pela uNK e que atuam na gestação 
são: IL-1, fator inibidor de leucemia (LIF), fator estimulador de colônia (CSF-1), fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-α ) e IFN-γ (ASHKAR; DI SANTO; CROY, 2000; VAN DER 
MEER et al., 2004; WU et al., 2006).  
De acordo com Ashkar e colaboradores (2000),  as células uNK de camundongos 
sintetizam constitutivamente o IFN-γ durante a gestação e atuam na supra-regulação das vias 
de síntese de fatores angiogênicos na interface materno-fetal, porém não há relatos sobre a ação 
deletérias desta citocina na gestação. O TNF-α desencadeia inúmeros efeitos sobre diferentes 
populações celulares incluindo apoptose, inflamação e resposta a estresse no ambiente uterino 
(ASHKAR; DI SANTO; CROY, 2000; LADEMANN; KALLUNKI; JÄÄTTELÄ, 2001), 
como, por exemplo, em casos de pre-eclâmpsia onde os níveis destas citocinas são elevados 
(SERIN et al., 2002; HIRSCH; FILIPOVICH; MAHENDROO, 2006). 
A capacidade citolítica das células NK depende das proteínas líticas perforina (Prf) 
e granzimas (Gzm) contidas nos seus grânulos peculiares denominados lisossomo-secretores 
(STINCHCOMBE; GRIFFITHS, 1999). Estes grânulos estão também presentes nas células 
uNK de camundongos com igual componente de proteínas líticas perforina e granzimas 
(PAFFARO et al., 2003; LIMA et al., 2012). Morfologicamente, os grânulos lisossomo-
secretores das células uNK, assim como das cNK e linfócitos T CD8+citotóxicos (CTL), exibem 
uma porção central eletrondenso considerado o domínio secretor com conteúdo de proteínas 
líticas como a Prf, Gzm e granulisina e, as áreas corticais de capuz eletrondenso contendo 
microvesículas membranosas de domínio lisossomal contendo enzimas hidrolíticas além de 
proteínas lisossomais transmembrana como: CD63, Lamp1 e Lamp2  (STEWART; PEEL, 
1977; BULMER; JOHNSON, 1985; BURKHARDT; et al., 1990; PARR; et al., 1991; 
GRIFFITHS, 1997; METKAR et al., 2002; CLARK; GRIFFITHS, 2003; PAFFARO et al., 
2003).  
A Prf é o principal mediador citolítico das células NK e células T citotóxicas (LIU; 
WALSH; YOUNG, 1995) que sob estímulo é liberado na forma de monômeros que se inserem 




Quanto ao seu mecanismo de ação, tanto na sua forma monomérica quanto em complexo 
macromolecular com o serglicin (srgn), a Prf pode penetrar na membrana da célula alvo 
formando poros levam à lise osmótica (STEPP et al., 2000), ou ,promovendo o influxo de 
granzimas no interior de vesículas endossômicas das células alvo de modo similar a penetração 
celular mediada por vírus (METKAR et al., 2002). 
 As granzimas A (gzmA) e B (gzmB) são enzimas serina-esterases também 
acumulada constitutivamente no compartimento secretor dos grânulos lisossomo-secretor dos 
linfócitos T citotóxicos e NK (PARDO et al., 2002). Ambas são secretadas na forma de 
complexo macromolecular ligada ao pequeno proteoglicano srgn, e este só induz apoptose na 
célula alvo, quando forma um complexo maior com a Prf (LOPEZ et al., 2013). De acordo com 
esse modelo, (VEUGELERS et al., 2004) afirmam que na apoptose induzida pelas proteínas 
citolíticas grânulos, a endocitose da gzmB é um processo mediado por dinamina.  Embora 
semelhantes quanto ao mecanismo de fragmentação do DNA da morte por apoptose, a ação 
letal da gzmA é mais lenta na indução flip-flop dos fosfolipídios da membrana plasmática, 
formação das vesículas (apoptosomos) na superfície celular, prolongando o período da morte 
celular (SUSANTO et al., 2013). Tanto a gzmA quanto a gzmB são encontrados nos grânulos 
dos linfócitos CT e NK atuando na via da fragmentação do DNA da morte celular por apoptose, 
porém cada uma destas granzimas são aparentemente seletivas para determinadas células alvos 
(PARDO et al., 2002).  
 
1.4 Evidências da capacidade de resposta imune inata das células uNK 
 
A capacidade de resposta imune do tipo inata contra possíveis agressões de 
patógenos tem sido evidenciada nas células cNK e uNK pela expressão de receptores de 
membrana para múltiplos ligantes como NKp30, NKp44, NKp46, entre outros (KOCH et al., 
2013). Componentes bacterianos como o LPS (lipopolissacarídio da parede bacteriana) e virais 
como o poly I:C (um mimetizante do RNA viral de cadeia dupla-dsRNA) podem desempenhar 
um papel importante na ativação da respostas imune inata e adaptativa pelo desencadeamento 
de receptores de reconhecimento padrão das células NK (ISHII et al., 2008).  
O estudo realizado por Gendron e colaboradores (1990), demonstrou que o LPS 




embriões do cruzamento de camundongos CFW / SW×DBA, sem efeitos sistêmicos na mãe, as 
células da interface materno-fetal são altamente sensíveis a este componente da parede de 
bactérias gram-negativas. Ogando e colaboradores (2003), também demostraram que a 
administração de LPS produz morte e necrose do embrião e da decídua próximo a este dentro 
de 24 horas. As interrupções da gravidez provocada pelo LPS parecem envolver a resposta das 
células uNK que produzem altos teores de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α que induz 
a morte das células trofoblásticas placentárias (MURPHY et al., 2009). De acordo com esses 
estudos, a resposta imune inata das uNK podem ser ativadas sob o estímulo do LPS.  Além 
disso, a inoculação de poli (I:C) em camundongos gestantes provoca resposta das células uNK 
via receptor NKG2D, com aumento da produção de TNF-α e resultando na reabsorção 
embrionário ou parto prematuro dependendo da idade gestacional (THAXTON et al., 2013).  
As células uNK reconhecem o embrião desde o momento da sua implantação, por 
meio de receptores de membrana KIR que reconhecem os antígenos MHC classe I não-clássicos 
(HLA C, HLA G) expressos pelos trofoblastos.  Esta interação resulta na inibição da atividade 
citotóxica da resposta imune inata das células uNK tanto em humanos quanto em camundongos 
(MOFFETT; COLUCCI, 2014; COLUCCI; KIECKBUSCH, 2015).  Portanto as células uNK 
na gestação normal aparentemente não atuam como efetoras da resposta imune inata. Porém, 
Lima e colaboradores (2012) relatam que a eutanásia intra-uterina do embrião promove  a perda 
do conteúdo da proteína lítica perforina dos grânulos das uNK de camundongos em período 
inferior a 60 minutos, sugerindo a degranulação de mediadores citolíticos associada à resposta 
imune inata das células NK. Este relato é intrigante, onde os mecanismos de ativação da resposta 
imune inata das células uNK no ambiente uterino gestante pode ser rapidamente estimulada em 
lesão embrionária ou ruptura da membrana aminiótica com o extravasamento do seu conteúdo 
no ambiente uterino. 
  
1.5 Experimentos in vitro das células uNK 
 
O uso de camundongos é amplamente adotado (CROY et al., 2014) nas 
investigações e ensaios experimentais para elucidação dos diversos mecanismos que atuam e 




No tocante às células uNK, grandes avanços na compreensão da atividades destas 
células no útero gestante foram realizados utilizando camundongos geneticamente modificados, 
particularmente aqueles clones com deleções genéticas que resultam na supressão de linfócitos 
NK (ASHKAR et al., 2003; CROY et al., 2003). Avanços nas técnicas relacionados com a 
imunofenotipagem in situ (imunocitoquímica) e in vitro (citometria de fluxo) igualmente 
contribuíram na elucidação dos fenótipos funcionais das células uNK de humanos e 
camundongos (MALLIDI et al., 2009; ZAVAN et al., 2010). Porém, o avanço no conhecimento 
sobre a participação específicas das células uNK nas fisiopatologias da gestação exige ensaios 
funcionais com células isoladas in vitro, que ainda são escassos.  
Ensaios funcionais alusivas às células uNK têm sido relatados com células NK in 
vitro isoladas do sangue circulante em humanos coletadas de mulheres gestantes (FUKUI et al., 
2015; KOO et al., 2015; OTA et al., 2015). Contudo, é consenso de que as células uNK 
constituem um subtipo de linfócitos NK específico presente exclusivamente no útero gestante 
tanto de humanos, quanto de camundongos e portanto, apesar dos dados expressivos 
acumulados na literatura, presume-se não retratar a atividade funcional das células uNK na 
gestação. Compreensivelmente, o acesso ao útero gestante humano para fins experimentais é 
limitado tanto pela ética médica, quanto rigidamente controlada pelas leis locais na maioria dos 
países.  Neste cenário, os animais de laboratório como os camundongos despontam como 
modelos experimentais de eleição.  
O nosso laboratório estabeleceu os primeiros parâmetros dos procedimentos de 
isolamento positivo e meio condicionado para o cultivo de células uNKDBA+ de camundongos, 
no qual o revestimento do substrato com fibronectina e suplementação da citocina IL-15 são 
essenciais (CROY et al., 2010). Diferente de outros métodos de cultivo de leucócitos que 
presumem serem os leucócitos sempre flutuantes pelo fato de serem carreados em suspensão no 
sangue circulante, o estabelecimento do cultivo das células uNKDBA+ necessita do suporte de 
um componente específico da matriz extracelular, a fibronectina (CROY et al., 2010). O uso do 
gradiente de Percoll (30 e 40%) aprimorou os procedimentos de isolamento, aumentando 
significativamente a proporção de células uNK isoladas do útero gestante de camundongos 
incluindo nestas as células uNK tanto DBA+ quanto DBA- (BIZINOTTO et al., 2014).  
Baseado nos conhecimentos atuais acima relatados sobre a biologia da reprodução 
envolvendo as células uNK, o presente estudo procura comprovar inicialmente a expressão do 
receptor de CG (CGR) nas células uNK de camundongos e, avaliar as principais respostas 




suplementados com os hormônios gonadotrófico coriônico (CG) e os estrogênicos ovarianos 
progesterona (P) e estradiol (E).  Estes ensaios funcionais das células uNK in vitro incluem 
ainda os desafios frente à exposição ao LPS, líquido amniótico e co-cultura com células 
































Os objetivos primários do presente estudo consiste em confirmar a expressão do 
receptor do hormônio gonadogrofina coriônica (CGR) nas células natural killler uterinas (uNK) 
de camundogos e avaliar o comportamento destas células in vitro em meios de cultivo 
suplementadas com hormônio gonadotrofina coriônica (CG) e desafiadas na ativação da 
resposta imune inata. 
Os objetivos secundários do presente estudo consistem em: 
1- Estabelecer os procedimentos padrões para o isolamento das células uNK de 
camundongos destinadas ao cutivo.  
2- Otimizar os procedimentos de cultivo primário para manipulação das células 
uNK em meios suplementados com hormônios CG e estrogênicos, progesterona (P) e estradiol 
(E). 
3- Avaliar a responsividade das células uNK em cultivo primário com meio 
suplementados pelos  hormônios CG, P e E isoladamente e em combinações, quanto  às 
ativações ou supressões da biossíntese e secreção do VEGF, TNF-, IFN-, IL-10 e granzima 
B.  
4- Avaliar a responsividade das células uNK em cultivo primário com meio 
suplementado pelos hormônios CG, P e E desafiadas com pela adição do LPS, líquido 
aminiótico e co-cultura com células embrionárias E14Tg2A de camundongos quanto,  às 

















Foram utilizados camundongos fêmeas virgens e machos da linhagem C57BL6 
provenientes do Centro Multidisciplinar de Controle para Investigação Biológica (CEMIB-
UNICAMP), com idade de 4 semanas. Os animais foram mantidos no biotério do DBBT– 
IB/UNICAMP, com ciclo de exposição à luz de 12 horas, com acesso à água e ração comercial 
ad libitum até atingirem a idade de 8 a 10 semanas. Com esta idade, as fêmeas foram colocadas 
para acasalamento com machos e a manhã da constatação do tampão vaginal, foi considerado 
o 1º dia de gestação (dg). Todos os procedimentos de manutenção e manipulação dos animais 
foram realizados de acordo os protocolos aprovados pelo Comitê de Ética e Experimentação 
Animal (CEEA) do Instituto de Biologia, UNICAMP processo nº 4054-1. 
 
3.2 Reação imunocitoquímica anti-CGR 
 
Camundongos gestantes no 9ºdg foram sacrificados por deslocamento cervical e 
imediatamente laparatomizados para remoção dos ovários e cornos uterinos. Os sítios de 
desenvolvimento embrionário foram separados e juntamente com os ovários fixados em 
Metacarn durante 24 horas. Em seguida, foram imersos em gradiente crescente de sacarose 
10%, 20% e 30% cada qual durante 12 horas e congelados em nitrogênio líquido embebidos no 
composto OCT (Tissue Tek, Sakura, EUA) e armazenadas a -80°C. Das amostras congeladas 
foram obtidos criocortes com 8μm no criostato (CM1850, Leica Microsystems, Wetzlar, 
Alemanha) ajustado a -25ºC e coletadas em lâminas histológicas. 
Os criocortes foram reconstituídos com solução do PBS (tampão fosfato-saline) 
0,1M pH 7,4 à temperatura ambiente e em seguida incubados com solução Blocking buffer 
(BSA 1%, 0,1% de Triton-X 100, glicina 50mM em PBS 0,1M pH7,4) durante 30 minuto. Em 
seguida os criocortes foram lavados com solução Working buffer (Blocking buffer/PBS – 1:5) 
3 vezes durante 3 minutos. Os criocortes foram incubados com o anticorpo anti-receptor de 
gonadotrofina coriônica humana feito em coelho (Abcam125214, diluída a 1:200) durante 12 
hs a 4°C em câmara úmida. Após a remoção do Ac primário e lavadas, os criocortes foram 




AB150077) diluído a 1:200 durante 1 hora à temperatura ambiente. Posteriormente, os 
criocortes foram lavados e incubados com lectina DBA (Dolichos biflorus agglutinin) biotinada 
(Sigma, St Louis, USA) diluída a 1:400 em tampão fosfato 0,1M pH 7,4 durante 40 minutos à 
temperatura ambiente. Após lavados foram e incubados com estreptoavidina conjugada com 
Texas Red (Thermo Scientific) diluída a 1:400 em PBS 0,1M Ph 7,4 durante 30 minutos. Em 
seguida, os criocortes foram lavados em tampão PBS 0,1M e incubados com DAPI (sc-3598, 
Santa Cruz, CA, EUA) diluída a 1:1000 em tampão PBS 0,1M durante 5min. A montagem das 
lâminas foi realizada entre lamínulas com o meio Vecta Shield Mounting Medium (Vector Labs, 
Burlingame, CA, EUA). Como controle negativo da reação a etapa de incubação com o 
anticorpo primário e/ou com a lectina DBA foram omitidas. Os materiais foram analisados e 
documentados em microscópios de fluorescência confocal Upright LSM780-NLO (Instituto 
Nacional de Ciência e Tecnologia de Fotônica Aplicada à Biologia Celular -
INFABIC/UNICAMP) e confocal Leica SP8 (Laboratório Nacional de Biociência (LNBio). 
 
3.3 Isolamento de células uNK  
 
Para o isolamento das células uNK de camundongos foram adotados os 
procedimentos descritos por Croy e colaboradores (2010) e Bizinotto e colaboradores (2014). 
Em resumo, este procedimento consiste no uso de animais no 9ºdg sacrificados por 
deslocamento cervical e após assepsia em solução de etanol a 70%, os animais foram 
laparotomizados e os cornos uterinos foram removidos, imersos em meio Hank’s (Sigma, St 
Louis, USA) e dissecados com instrumentos cirúrgicos esterilizados (autoclavadas) e em 
condições assépticas no fluxo laminar. As áreas do MLAP foram recortadas e dissociadas em 
500µl de meio Hank’s estéril contendo 1000UN/ml DNAse (Sigma, St Louis, USA), por meio 
de repetidas aspirações com micropipeta. Esta suspensão celular foi filtrada em telas de nylon 
com malhas de 80μm, transferidas em tubos de microcentrífuga (2mL) e centrifugada a 250g 
durante 5 minutos a 4º C. O sedimento celular foi lavado por duas vezes em meio Hank’s e as 
células viáveis quantificadas em câmara de Neubauer com a adição da solução de azul de trypan 
0,4%.  
Todas as soluções utilizadas para o isolamento e cultivo das células foram 
esterilizadas por meio de filtração em membrana de filtração (diâmetro do poro < 0,2µm) na 





3.3.1 Isolamento e purificação de células uNK DBA+ 
 
Na suspensão celular obtida em 3.3 foram adicionadas esferas magnéticas 
(Cellection 450, Invitrogen, USA) previamente revestidas com lectina DBA (Dolichos biflorus 
agglutinin) biotinada (Sigma, St Louis, USA) de acordo com as instruções do fabricante, na 
proporção de cinco esferas por célula uNK. A associação das esferas magnéticas foi realizada 
em microtubo sob agitação constante em rotor orbital durante 15 minutos a 4º C. Em seguida, 
o microtubo foi acoplado no concentrador de partículas magnéticas (MCP, Dynal Co, Denmark) 
para imobilização das células associadas às esferas em campo magnético e remoção das células 
livres em suspensão. As células associadas foram lavadas com solução Hank’s contendo 0,1M 
de N-acetil, D-galactosamina (GalNAc – Sigma, St Louis, USA) e homogeneizada suavemente 
por 20 minutos a 4ºC para remoção das esferas magnéticas da superfície celular. As esferas 
magnéticas removidas foram imobilizadas no MPC e a suspensão celular contendo uNKDBA+ 
foram quantificadas e acondicionadas em solução de Hank`s. A suspensão de células livres 
recuperadas após a primeira associação com esferas magnéticas, foi submetida a uma segunda 
associação com as esferas magnéticas com os mesmos procedimentos descritos acima.  
O conjunto de células da primeira e segunda associação foram agrupadas e lavadas 
em meio RPMI 1640 por centrifugação em 250g, por 5 minutos a 4°C e quantificadas em 
câmara de Neubauer e mantidas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma, St Louis, USA), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil) e 150ng/mL da citocina IL-15 
(Sigma, St Louis, USA). 
 
3.3.2 Isolamento e purificação de células uNK em gradiente de Percoll 
 
Foram preparados gradientes de Percoll (Cultilab, Brasil) nas concentrações de 
70%, 40%, 30% e 20%, de acordo com a recomendação do fabricante em tubo de ensaio, cada 
qual com 500μL em ordem decrescente. Sobre o Percoll a 20% foram adicionadas a suspensão 
celular obtida em 3.3 e centrifugados a 750g por 30 minutos. Após a centrifugação, as células 
contidas em cada um dos gradiente foram coletados e quantificados em câmara de Newbauer, 
conforme descrito previamente por Bizinotto e colaboradores (2014). 
As frações celulares dos gradientes de 40% e 30% foram coletados lavadas com 




0,4% e reconstituídas em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal 
bovino (Cultilab, Brasil) e 150ng/mL da citocina IL-15 (Sigma, St Louis, USA) 
  
3.3.3 Purificação das células uNKDBA+ em gradiente de Percoll 
  
Células uNK DBA+ isoladas pelas esferas magnéticas conforme o método descrito 
no ítem 3.3.1 foram submetidas ao fracionamento e purificação nos gradientes de percoll em 
iguais condições descritas no ítem 3.3.2. As células coletadas das frações de 30 e 40% do 
gradiente de Percoll foram quantificadas em câmara de Newbauer.  
 
3.4 Imunofenotipagem das células isoladas em gradiente de Percoll 
 
As células obtidas nas frações de 30 e 40% do gradiente de Percoll foram 
submetidas às reações de imunomarcação com anticorpos anti-NK1.1 conjugado com PE 
(mouse anti-mouse BioLegend®), anti-CD3 conjugado com APC (mouse anti-human - 
BioLegend®) e pela lectina DBA (Dolichos biflorus) conjugado com FITC, (Vector FL-1031) 
para identificação das células NK do sangue periférico, linfócitos T e células uNK, 
respectivamente. As células marcadas foram analisadas no citômetro de fluxo - BD 
FACSCAlibur™ e para as análises dos dados utilizou-se o BDCellQuest™ Pro software.  
 
 
3.5 Cultivo de células uNK em microspot 
 
Foram realizados diversos testes de procedimentos de cultivo das células isoladas 
nos diferentes protocolos descritos em 3.3. O grande fator limitante é o número de células 
isoladas viáveis de cada animal passíveis de serem mantidas em cultivo e destinadas aos 
experimentos subsequentes. Neste sentido, estipulou-se 3x104 células para cada cultivo em 
microspot no volume de 30µL como sendo o número mínimo de células tanto para as 





Nos cultivos de microspot todas as manipulações de trocas (aspiração e adição) dos 
meios de cultura foram realizadas por meio de capilares de vidros acoplados ao 
micromanipulador (Narishigue, Japão), sob observação ao microscópio estereoscópico 
(Olympys, Japão) ou microscópio invertido de contraste de fase (Nikon-TMS, Japan). 
As finas pontas (diâmetro em torno de 0,1mm) de capilares de vidro (de micro 
hematócrito) de 1mm de diâmetro externo, foram preparados uma a uma manualmente por 
estiramento do vidro fundido ao fogo e posteriormente esterilizados em autoclave.   
 
3.5.1 Cultivo microspot de células uNKDBA+ em câmaras de cultivo acopladas 
a lâminas histológicas. 
 
As células obtidas em 3.3.1 (isoladas com esferas magnéticas) e 3.3.2 (isoladas em 
gradiente de Percoll) foram suspendidas em meio RPMI 1640 condicionado estéril contendo 
150ng/mL de IL-15, 10% Soro Fetal Bovino, 1% da solução de Penicilina/Estreptamicina 
(Gibco) e depositadas na proporção de 2x104 células no volume de 30µL nas câmaras das 
lâminas com 8 câmaras de cultivo (Nunc Inc, USA) previamente tratadas com fibronectina 
2μg/ml (Sigma, St Louis, USA), conforme técnica preconizada por Croy e colaboradores 
(2010). As gotas de 30µL depositadas na área central de cada câmara foram cuidadosamente 
recobertas com óleo mineral estéril (Sigma, St Louis, USA) delimitando o microspot das células 
em cultura na estufa a 37ºC com atmosfera úmida e 5% de CO2. Delicados movimentos 
circulares repetidos da lâmina provocam igualmente turbulência concêntricas das células no 
meio que tendem ao final sedimentar na área central do microspot. Foram realizadas 
cuidadosamente trocas (aspiração e adição) dos meios de cultura inserindo o capilar de vidro 
nas bordas da gota sem promover distúrbios nas células localizadas no centro do microspot. 
Estas trocas foram realizadas nos períodos de 6 e 24h. No período de 6h, foram removidas os 
restos celulares e células não aderidas. As análises das células em cultivo a fresco foram 
realizadas antes das trocas do meio nos intervalos de 6, 24 e 48h, observados ao microscópio 
invertido (Olympus, Japão). Para avaliar a morfologia e identificação das células uNK aderidas, 
parte dos cultivos foram fixadas com solução de paraformaldeido 4% em PBS pH 7,4 e 
submetidas à reação citoquímica de lectina DBA (Dolichos biflorus agglutinin) em 
procedimento semelhante ao descrito no ítem 3.2 e observadas em microscopia de fluorescência 




Cabe salientar que o recobrimento com óleo mineral dos cultivos em microspot 
constitui uma barreira física que evita contaminações pelos agentes exógenos como fungos e 
bactérias. Contudo, verificou-se a grande dificuldade em remover completamente este óleo do 
ambiente de cultivo, o que afeta os procedimentos nos ensaios subsequentes.  
Por outro lado, a ausência do óleo mineral não permite confinar as gotas na forma 
de microspot exigindo maior volume de meio de cultura mesmo nas cavidades das microplacas 
(de 96 cavidades). O volume maior do meio de cultura juntamente com a área maior das 
cavidades das microplacas favorece o espalhamento das células em cultivo, exigindo maior 
número de células para o cultivo.   
 
3.5.2 Cultivo microspot de células uNK em lâminas com máscara de epoxy 
 
Em decorrência da dificuldade de remover o óleo mineral utilizada para recobrir os 
cultivos de microspot em câmaras de cultivo sobre lâminas de vidro, foi testado e adotado o uso 
de lâminas histológicas de reação com 10 anéis (8mm de ø) delimitados com máscara de 
película epoxy (Lâmina de Imunofluorescência Lapidada, Perfecta). Os anéis delimitados 
destas lâminas esterilizadas foram tratados com fibronectina. 2μg/ml (Sigma, St Louis, USA) 
durante 12-24h em estufa com atmosfera de CO2 a 5% em procedimentos semelhantes ao 
adotado para lâminas com câmara de cultura.  
Foram depositadas gotas contendo 3x104 células em 30µL de meio condicionado 
obtidos no processo de isolamento descrito em 3.3.1 e 3.3.2. Nestas condições, a gota 
permanece na forma de microspot circunscrito, na qual as células alvo sedimentam e 
permanecem aderidas após 6h de cultivo. As trocas dos meios de cultivo foram realizadas 
inicialmente após 6h para remoção dos restos celulares e células em suspensão. A partir de 6h 
pode ser utilizado volume maior do meio de cultivo para manutenção da cultura em microspot, 
quando as células permaneciam concentradas na área central. O espraiamento do volume maior 
(de até 50µL) do meio de cultivo era limitada pela borda da película da máscara epoxy. Foram 
realizadas trocas regulares dos meios de cultivo nos intervalos de 24hs e observadas no 
microscópio invertido (Olympus, Japão).   
Para avaliar a morfologia e identificação das células uNK aderidas, parte dos 




reação citoquímica de lectina DBA em procedimento semelhante ao descrito no ítem 3.2 e 
observadas em microscopia de fluorescência (Eclipse 800, Nikon, Japão). 
 
3.6 Testes para retenção e preservação das células uNK em cultivo para análise 
morfológica pela reação citoquímica de lectina DBA (Dolichos biflorus) 
 
Para análise morfológica das células uNK cultivadas em microspot com cobertura 
de óleo mineral ou em lâminas de reação com máscara epoxy sem a cobertura do óleo, 
procedeu-se a pré-fixação ou não das células com solução de paraformaldeido (PFA) 4% em 
tampão fosfato 0,1M durante 15 minutos; - seguido da adição de 50% de soro sanguíneo de 
camundongo, ou, BSA 1% e 7% em PBS ou meio RPMI 1640, ou, gelatina a 0,1 e 3% durante 
15 minutos destinado à proteção das células aderidas na superfície das lâminas. Após esse 
período, aquelas células que ainda não haviam sido fixadas, foram fixadas com PFA 4% por 15 
minutos e lavadas em PBS 0,1M. Foi utilizada a lectina DBA biotinilada (2mg/mL, Sigma, St 
Louis, USA) diluída 1:400 em PBS 0,1M e incubada durante 4 a 6h em temperatura ambiente, 
seguida da incubação com estreptoavidina-conjugada com Texas Red (Thermo Scientific) 
diluída 1:200 durante 30 minutos. As observações foram realizadas em microscópio de 
fluorescência (Eclipse 800, Nikon, Japan).  
 
3.7 Microscopia Eletrônico de células uNK cultivadas em meio suplementado 
com CG 
 
Células uNK coletadas conforme o protocolo descrito em 3.3.2 foram cultivadas na 
proporção de 1x105 células em 100µl do meio condicionado suplementado com CG em placas 
de Petri com lamínula de fundo previamente tratadas com fibronectina durante 24hs. O 
sobrenadante foi removido e as células aderidas foram fixadas pela solução de glutaraldeído 
2,5% (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, USA) em tampão cacodilato de sódio 0,1M 
e cloreto de cálcio 3mM pH7,2 durante de 1 hora em banho de gelo. As células foram lavadas 
em tampão cacodilato de sódio 0,1M e cloreto de cálcio 3mM 5 e pós-fixadas em tetróxido de 
ósmio 1% (Electron Microscope Science) em tampão cacodilato 0,1M, cloreto de cálcio 3mM 
e 0,8% de ferrocianeto de potássio por 1 hora em banho de gelo. Em seguida as células foram 




temperatura de 0-4ºC. As desidratações foram realizadas em concentração crescente de etanol 
(20%, 50%, 70%, 80%, 90% e 2x 100%) em banho de gelo. A embebição com a resina epoxy 
foi iniciada com a mistura de etanol e resina Epon (Electron Microscope Science) na proporção 
de 1:1 à temperatura ambiente por 30 minutos sob agitação contínua, seguida 3 trocas de resina 
Epon pura (Electron Microscope Science) por 1 hora cada, sendo a uma última delas pelo 
período de 12h. As células aderidas foram incluídas em resina pura e mantidas em estufa a 
60ºC, durante 72 horas. Foram obtidos cortes ultrafinos de 70nm coletados em grades de cobre 
e pós-contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo. As observações e as capturas 
das imagens digitais foram realizadas no microscópio eletrônico de transmissão Tecnai 
G2 Spirit BioTWIN (LME). 
 
3.8 Cultivo de células uNK em meio suplementado com hormônios 
gonadotrofina coriônica, progesterona e estradiol 
 
As frações celulares isoladas nos gradientes de Percoll a 30 e 40% obtidas conforme 
protocolo descrito no ítem 3.3.2 foram suspensas na proporção de 3x104 células em 30 µL do 
meio RPMI condicionado com 150ng/mL de IL-15, 10% Soro Fetal Bovino e 1% da solução 
de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). A este meio foram adicionadas isoladamente ou em 
combinações: o hormônio gonadotrofina coriônica (hCG - human chorionic gonadotrophin - 
Sigma, St Louis, USA) na concentração de 1IU/mL; - a progesterona (P - Sigma, St Louis, 
USA) na concentração de 10-5 M e; - o estradiol (E - Sigma, St Louis, USA) na concentração 
de 10-8 M. As soluções dos hormônios progesterona e estradiol foram preparadas em dimetil-
sulfoxido (DMSO, Sigma, St Louis, USA) nas concentrações limites que possibilitem a adição 
de um volume não superior a 2µL no volume final de 30µL do meio de cultivo. 
A suspensão celular de 3x104 células em 30 µL do meio RPMI condicionado e 
adicionado com os hormônios foram depositadas na forma de microspot sobre as cavidades das 
lâminas com película de máscara epoxy, previamente tratadas com fibronectina e, mantidas em 
estufa a 37ºC com 5% de tensão de CO2.  Após 6h de cultivo, o meio de cultivo foi renovado 
junto com a remoção de células não aderidas e rompidas. As observações a fresco das células 
foram realizadas em microscópio invertido com contraste de fase (Nikon, Japão) em intervalos 




De um conjunto de 3 testes independentes nas condições acima foram coletados 
após 24h de cultivo, tanto os sobrenadantes quanto as células foram imediatamente congeladas 
e mantidas a -80ºC para posterior análise.  
Para avaliar o comportamento das células uNK em cultivo sob o efeito dos 
hormônios foram realizados o vídeo monitoramento de 3x104 células uNK em 100µL de meio 
de cultivo semeadas em lâmina com câmara de cultivo (Nunc™ 178599 Lab-Tek® Chamber 
Slide™ System, Glass, 16-Well) em leitora de microplaca CytationTM 5. As imagens foram 
coletadas em intervalos de 15 minutos no período de 1 a 24 hs iniciais do cultivo.  
 
3.9 Ensaios funcionais das células uNK desafiadas na atividade 
citolítica/citotóxica 
 
Foram realizados os ensaios de desafio funcional das células uNK desafiadas com 
lipopolissacarídio de parede bacteriana (LPS), líquido amniótico coletado dos sítios de 
desenvolvimento embrionário de camundongos e, co-cultura com linhagens de células 
embrionárias (E14Tg2A) estabelecidas de camundongos. Para estes ensaios, foram utilizadas 
células uNK obtidas conforme descrito em 3.3.2, suspendidas em meio de cultivo condicionado, 
com adição dos hormônios conforme descrito em 3.8. Para estes ensaios, o cultivo das células 
uNK foram realizadas em lâmina com 16 câmaras de cultivo (Nunc™ 178599 Lab-Tek® 
Chamber Slide™ System, Glass, 16-Well) 
 
 
3.9.1 Desafio com LPS 
 
Células uNK obtidas conforme descrito em 3.3.2 foram suspendidas em meio de 
cultivo condicionado, com adição dos hormônios (CG, P, E) conforme descrito em 3.8. Foram 
semeadas 3x104 células/câmara e após 6 horas de cultivo, o meio de cultivo foi substituído 
contendo 5ug/ml de LPS (Sigma, St Louis, USA) de acordo com Kanevskiy e colaboradores 
(2013). Após 24 horas foram avaliadas à fresco ao microscópio invertido de contraste de fase. 
Após coleta do sobrenadantes, as células aderidas foram tripsinizadas, coletas e lavadas por 
centrifugação. Tanto o sobrenadante quanto as células foram imediatamente congeladas e 




3.9.2 Desafio com líquido amniótico 
 
Células uNK obtidas conforme descrito em 3.3.2 foram suspendidas em meio de 
cultivo condicionado, com adição dos hormônios (CG, P, E) conforme descrito em 3.8. Foram 
semeadas 3x104 células/câmara e após 6 horas de cultivo, o meio de cultivo foi substituído 
contendo 10% de líquido amniótico coletados dos sítios de desenvolvimento embrionário no 
12º dg de camundongos (vide descrição da coleta abaixo). Após 24 horas foram avaliadas à 
fresco ao microscópio invertido de contraste de fase. Após coleta do sobrenadantes, as células 
aderidas foram tripsinizadas, coletas e lavadas por centrifugação. Tanto o sobrenadante quanto 
as células foram imediatamente congeladas e armazenadas a -80º, até o ensaio subsequente. 
O líquido amniótico utilizado neste ensaio foi obtido de sítios de desenvolvimento 
embrionário de camundongos no 12º dg. As fêmeas gestantes foram sacrificadas por 
deslocamento cervical e imediatamente laparatomizadas. O útero foi cuidadosamente dissecado 
expondo os sítios embrionários. Com o auxílio de capilares de vidro a membrana amniótica de 
cada sítio foi perfurada e o líquido amniótico cuidadosamente aspirado e transferidos para 
microtubos. Após centrifugação a 250g, o sobrenadante foi transferido para microtudo e 
imediatamente congelado e mantido a -80ºC. Um “pool” de líquido amniótico coletado de 3 
animais diferentes foram utilizados nos ensaios de desafio com o líquido amniótico.   
 
3.9.3 Co-cultivo com células embrionárias E14Tg2A  
  
A linhagem embrioblástica E14Tg2A obtida pelo Dr. Joshua  Brickman (Centre 
Development in Stem Cell Biology, Institute for Stem Cell Research, School of Biological 
Sciences, University of Edinburgh) deriva de 129 estirpes/Ola de blastocistos murinos 
(HOOPER et al., 1987). Estes embrioblastos não dependem de células feeders são mantidas 
indiferenciadas e proliferam em meio Glasgow Modified Eagle´s Medium (GMEM - Sigma, St 
Louis, USA), com 1000 U/mL de fator inibidor de leucemia (LIFESGRO-LIF; 
ChemiconMillipore) 0.1 mM β-mercaptoetanol, 1% v/v de aminoácidos não essenciais (MEM 
NEAA), 1% da solução de Penicilina/Estreptamicina (Gibco), 2 mM L-glutamina (Gibco)e 
15% v/v de soro fetal bovino (Cultilab).  
Para os ensaios de co-cultura as células E14TG2 foram coletadas após tripsinização 
e ressuspendidas em meio DMEM (Dulbeco´s Modified Eagle Medium) suplementado 
com 0,1mM β-mercaptoetanol, 1% v/v de aminoácidos não essenciais (MEM NEAA GIBCO), 




soro fetal bovino (FBS - GIBCO) isenta de LIF. A ausência do LIF desbloqueia a inibição da 
diferenciação das E14TG2.  
As células uNK obtidas conforme descrito em 3.3.2 e em meio suplementados com 
hormônios CG+P+E conforme descrito em 3.8 foram submetidas ao co-cultivo com a linhagem 
E14Tg2A na proporção de 1:1. Dessa forma, 3x104 células E14Tg2A foram semeadas 
simultaneamente com 3x104 células uNK nas câmaras da lâmina de cultivo (Nunc™ 178599 
Lab-Tek® Chamber Slide™ System, Glass, 16-Well). As células foram mantidas em co-cultivo 
durante 24 horas em estufa a 37ºC com atmosfera de 5% de CO2.  Como controles, foram 
realizadas culturas isoladas de células uNK (3x104 células) e de células E14Tg2A (3x104 
células) em meio condicionado contendo IL-15 e suplementados pelos hormônios CG+P+E. 
Após este período os sobrenadantes foram coletados, congelados e armazenados a -80º.  
 As observações do comportamento dessas células em co-cultura foram 
realizadas em microscópio invertido com contraste de fase (Olympus, Japão).  
 
3.10 Quantificação de proteína total  
 
A concentração proteica das amostras obtidas dos sobrenadantes e células nos 
protocolos descritos em 3.8 e 3.9 foram determinadas pela técnica de BCA utilizando o kit 
Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher) de acordo com os protocolos recomendados pelo 
fabricante. Todas as amostras foram diluídas 12,5 vezes em água deionizada.  
 
3.11 Imunoensaio Multiplex 
 
Foi adotado este método de análise do comportamento funcional das células uNK 
in vitro, pela possibilidade de avaliar múltiplos parâmetros em substratos com disponibilidade 
de volume e concentração limitada.  
Para as amostras de células e/ou sobrenadantes de cultivo e co-cultivo de células 
uNK obtidas nos experimentos de 3.8 e 3.9 foram priorizadas as avaliações das expressões de 
TNF-α, IFN-γ, Granzima B, IL-10 e VEGF em kit personalizado preparado pela R&D Systems 
(Luminex® Assay-Mouse Premixed Multi-Analyte Kit –– LXSAMS) para análise no 
equipamento Imunoensaio Multiplex modelo Bio-plex 200, Bio-Rad (LACTAD-Unicamp) 
 
Para a análise das células, estas foram lisadas utilizado disruptor de células ultra-




lisados por sonicação foram centrifugadas a 10.000g durante 15 minutos para sedimentação de 
detritos celulares. Em alíquotas de 50µL destes sobrenadantes foram adicionadas 50µL da 
solução RD6-52 e 50ul da solução de micropartículas com os marcadores (anticorpos primários) 
específicos diluídas em solução RD1Wa e transferidas nas cavidades da microplaca (96 
cavidades). Estas amostras foram incubadas durante 2hs sob agitação continua.  
Após incubação, a placa foi lavada 3x com solução tampão de lavagem em 
dispositivo de coletor à vácuo. Em seguida, foram adicionados 50μL das soluções de anticorpos 
(secundários) biotinilados diluídos na solução RD1W em todos os poços. A placa foi coberta 
com um selador de placa e incubado por 1h à temperatura ambiente no agitador de microplaca 
a 500 rpm. Após a segunda incubação, a placa foi novamente lavada conforme descrito 
anteriormente. Após a segunda lavagem, foram adicionados 50 μL de estreptavidina-PE diluída 
na solução RD1W em todos os poços. A placa foi coberta novamente com um novo selador de 
placa e incubado durante 30 minutos à temperatura ambiente no agitador de microplaca a 500 
rpm. Após uma terceira lavagem, as micropartículas foram então ressuspensas em 100μL de 
solução tampão de lavagem durante 2 minutos à temperatura ambiente em agitador de 
microplaca a 500 rpm. A placa foi analisada no Imunoensaio Multiplex modelo Bio-plex 200 
Bio-Rad. Todos os procedimentos desde o preparo das amostras e os reagentes foram realizados 
conforme instruções do fornecedor do kit do ensaio multiplex (Luminex® Assay-Mouse 
Premixed Multi-Analyte Kit – R&D Systems – LXSAMS). 
 
 
3.12 Análises estatísticas. 
 
Para análise dos dados dos analitos específicos 3.11, foi adotado a razão entre os 
dados obtidos no imunoensaio multiplex e a concentração de proteínas totais para correção dos 
dados de cada amostra (proteína específica/proteína total – pg/ml).  
Para comparação estatística de grupos independentes, os dados foram analisados 
pelo método test-T seguido do teste Mann-Whitney. Para comparação entre os grupos 
dependentes, a análise foi realizada pelo teste não paramétrico de Friedman seguido do teste 
Dunn entre pares selecionados. Para as análises de co-cultura, foram utilizados os testes 
Friedman seguido do teste Dunn entre todos os pares e test-T seguido do teste Wilcoxon para 







4.1 Expressão do receptor de hormônio gonadotrofina coriônica (CGR) no 
útero gestante de camundongos 
 
As reações controles realizadas para a reação imunocitoquímica do receptor de 
hormônio gonadotrofina coriônica (CGR) realizadas no ovário de camundongos gestantes 
(9ºdg) apresentaram reação positiva nas células do corpo lúteo (Fig 1) em padrão difuso no 
citoplasma destas células (Fig 1A,C). O útero de camundongos no 9ºdg apresentou extensa 
reação positiva no endométrio tanto da região mesometrial quanto antimesometrial, 
notadamente em padrão difuso no citoplasma das células deciduais (Fig 1B,D). Pela dupla 
marcação com a lectina DBA e anti-CGR constatou-se que células uNK DBA+ apresentam 
também marcação positiva para CGR (Fig 1E,F).  
 
 
4.2 Isolamento e purificação de células uNK 
 
As células em suspensão no meio RPMI obtidas da dissecção da região do MLAp 
dos sítios uterinos de desenvolvimento embrionário no 9ºdg quantificadas em câmara de 
Newbauer apresentam o rendimento médio de 2,8x105 células viáveis/animal gestante para uma 
média de 8 sítios de desenvolvimento embrionário (tabela 1).  
Tabela 1- Quantificação de células obtidas nos procedimentos de isolamento de 
células uNK da região mesometrial do útero gestante de camundongos no 9ºdg 
 
Média de células 
isoladas/animal
Média de células 
isoladas/sítio uterino


























Células isoladas pelo biomagneto conjugado com












Esta suspensão celular quando utilizadas para isolamento de células uNK DBA+ por 
meio de esferas biomagnéticas conjugadas com lectina DBA, resultaram em 5 a 7x103 
células/sítio ou 6x104 células uNK DBA+ por animal contendo em média 8 sítios de implantação 
embrionária. Cumpre salientar que por este método de isolamento de células uNKDBA+, ocorre 
o carreamento de grande quantidade de hemácias provavelmente atraídos junto com as esferas 
magnéticas pelo campo magnético gerado pelo MPC. 
O fracionamento da suspensão celular em gradientes de Percoll de 20, 30, 40 e 70% 
resultaram em células com características morfológicas variadas de acordo com o gradiente. O 
gradiente de menor densidade (20%) apresentou células grandes de contorno irregular e restos 
de células rompidas, ao lado de células esféricas volumosas e com citoplasma granuloso em 
menor proporção. As frações coletadas dos gradientes de 30% e 40% apresentaram células 
íntegras, de formato esférico com citoplasma granuloso sendo as maiores, predominantes na 
concentração de 30% e as menores predominantes no gradiente de 40% (Fig 2). Na fração 
coletada no gradiente de 70% abaixo da interface com o gradiente de 40% foram encontrados 
apenas células pequenas sem granulosidade citoplasmática em e em pequena proporção se 
comparada aos gradientes de 30% e 40% No gradiente de 70% foi constatado a formação de 
um sedimento avermelhado constituído essencialmente de hemácias, visível a olho nu. A 
quantificação das células da fração 30% e 40% apresentaram um rendimento entre 12 e 20x104 
células, ou a média de 15x104 células/sítio de desenvolvimento embrionário.  
A imunofenotipagem realizada pela citometria de fluxo do conjunto das células 
isoladas na fração de 30 e 40% no gradiente de Percoll, demonstraram a ocorrência de 12,3% 
de células NK1.1+, 71% de células DBA+ e 12,87% de células NK1.1+DBA+, totalizando 92% 
de células com imunofenótipos de células uNK de camundongos. As células CD3+ constituem 
uma proporção menor que 0,2% de leucócitos nestas frações de 30 e 40% do gradiente de 
Percoll (Fig 3). 
O experimento de purificação das células uNKDBA+ isoladas pelos biomagnetos 
conjugados com lectina DBA (6x104 células) nos gradientes de 20, 30, 40 e 70% de Percoll 
resultaram na média de 3x104 células na somatória das frações dos gradientes de 30 e 40%. Na 
fração de 70% não foram recuperadas células em quantidade significativas (< 1x103) e no 
sedimento foram constatas hemácias e esferas magnéticas. Na fração de 20% foram constatadas 





4.3 Testes de cultivo primário de células uNK em microspots 
 
Visando os ensaios funcionais subsequentes das células uNK isoladas por meio do 
gradiente de Percoll 30 e 40%, estas frações celulares foram cultivadas em microspot na 
concentração de 3x104/30µL. 
O cultivo do microspot nas lâminas de vidro acopladas com câmaras de cultivo pré-
revestidas com fibronectina e recobrimento com óleo mineral, conforme preconizada por Croy 
et al. (2010), apresentaram células sedimentadas e tenuemente aderidas à superfície da lâmina 
nos períodos de 6 e 24 horas. Nestas condições, a maioria das células apresentavam aspecto 
globoso, de tamanhos variados e com o citoplasma granuloso concentrados na área central do 
microspot. A aspiração e renovação do meio de cultivo realizada com capilares de vidro e 
micromanipulador sob observação ao microscópio estereoscópico, pode ser realizada desde que 
se atente em não promover um fluxo muito intenso dos meios de cultivo aspirados ou 
introduzidos durante os procedimentos.  
Inicialmente procurou-se padronizar os métodos de preservação das células uNK 
aderidas à superfície dos dispositivos de cultura para análise citoquímica e imunocitoquímica 
comparativa nos ensaios funcionais. Os diversos procedimentos testados visando a estabilidade 
e preservação das células em cultivo nos experimentos subsequentes, demonstraram que a 
cobertura com óleo mineral sobre os cultivos de microspot demandam lavagens extensivas para 
a remoção deste óleo, resultando em redução drástica de células remanescentes para análises 
subsequentes.  
Desta dificuldade de remover o óleo mineral, foi testado o cultivo de células uNK 
na concentração de 3x104 células no volume de 30µL nos poços de lâminas delimitadas por 
máscara de epoxy em iguais condições das lâminas com câmaras, mas sem a cobertura de óleo 
mineral (Fig 4 A,B). As observações sob o microscópio estereoscópico durante 6h, 24 e 48h 
apresentaram células globosas, integras, aderidas ao substrato de fibronectina à semelhança do 
cultivo em lâmina com câmara de cultivo. O cuidado no manuseio quanto à intensidade do fluxo 
do meio durante os movimentos de aspiração e adição do meio necessitou de igual cuidado, sob 
o risco de destacar e romper as células aderidas. Contudo a ausência da cobertura de óleo 
mineral, facilitou os manuseios nos experimentos subsequentes, sem aparente prejuízo na 






4.4 Testes para retenção e preservação das células uNK em cultivo 
 
Os testes para retenção e preservação das células uNK aderidas nas superfícies dos 
dispositivos de cultivo revestidos por fibronectina, demonstraram que a cobertura com o óleo 
mineral exigia lavagens extensivas para a remoção completa do óleo.  Estas lavagens reduziam 
drasticamente as células aderidas para posterior análise. Mesmo nos cultivos de microspot sem 
a cobertura do óleo mineral, a adesão apenas focal das células uNK que preservavam a sua 
forma esféricas sobre o substrato de fibronectina resultava na ruptura da maioria destas células 
durante os procedimentos subsequentes de manipulação visando a sua preservação para 
observações ao microscópio. 
Nas células uNK cultivadas em microspot com cobertura de óleo mineral ou em 
lâminas de reação com máscara epoxy sem a cobertura do óleo mineral, o BSA 1% auxiliou na 
adesão das células ao substrato de fibronectina, porém a quantificação de células era variável, 
não sendo possível a realização de um protocolo reproduzível para todos os ensaios, enquanto 
que os testes com BSA 7%, gelatina 1% e 3% mantinham poucas ou nenhuma célula aderida. 
Pelos resultados dos nossos ensaios, verificou-se que o plasma sanguíneo do próprio animal 
apresentou melhores resultados mantendo e preservando as células uNK durante o processo de 
reação citoquímica (Fig 4 C,D). 
   
4.5 Efeito dos hormônio gonadotrofina coriônica, progesterona e estradiol na 
sobrevida das células uNK in vitro 
 
As células uNK cultivada em microspot no meio de cultivo condicionado com IL-
15 e aderidas na lâmina revestida com o substrato de fibronectina apresentaram nas primeiras 
24h, células uNK globosas de dimensões variadas sendo predominante as menores (10-15µm) 
de conteúdo citoplasmático pouco granuloso, tanto nos meios sem (controle I) e com DMSO 
(controle II) (Fig 5). As células uNK maiores (>20µm) apresentavam o citoplasma com maior 
granulosidade. Em meio a células íntegras foram observadas pequenas estruturas esféricas 
anucleadas (< 5µm) igualmente aderidas na superfície da lâmina revestida com substrato de 
fibronectina e, de conteúdo granuloso semelhante ao do citoplasma das células uNK. Nas 
observações em maior aumento observou-se frequentemente a formação de brotamentos 
citoplasmáticos esféricas na superfície das células uNK maiores, pelo que se presume serem a 




No período de 48h, verificou-se que a maioria das células uNK mantinham se íntegras, com 
predomínio de células menores e aumento das estruturas esféricas aderidas no substrato de 
fibronectina. O acompanhamento do comportamento das células uNK em observações diárias 
com a substituição do meio de cultivo, demonstraram que após 72 h ocorre uma gradual redução 
de células aderidas, com aumento de fragmentos de células rompidas flutuantes no meio de 
cultivo, sendo ao final de 120h apenas algumas poucas células integras remanescentes (Fig 6). 
A redução gradual da proporção de células uNK ao longo dos períodos de cultivo pode ser 
decorrente em parte da ruptura mecânica durante a manipulação diária para a substituição do 
meio de cultura, mas também pela morte gradual das células nestas condições de cultivo. Não 
foram constatadas diferenças entre os meios de cultivo contendo ou não DMSO utilizado para 
solubilização dos hormônios esteroides P e E. Estes parâmetros foram considerados como sendo 
o de cultivo padrão das células uNK conforme estabelecidos originalmente por (BIZINOTTO 
et al., 2014; CROY et al., 2014).   
A suplementação do hormônio gonadotrófico coriônico (CG) no meio de cultivo 
apresentou predomínio de células globosas maiores (> 20µm) de citoplasma granuloso nas 
primeiras 24h, se comparada com as células em cultivo sem a suplementação do CG. Foram 
identificadas igualmente as estruturas esféricas de conteúdo granuloso correspondente a 
brotamentos citoplasmáticos das células uNK (Fig 5). Após 48h, foram constatadas aumento na 
proporção de brotamentos citoplasmáticos aderidas ao substrato ao lado de células uNK maiores 
com citoplasma granuloso se comparada ao período anterior de 24h. Nas observações dos 
período subsequentes de 72, 96 e até 120h não se constatou redução visível de células globosas 
de citoplasmas granuloso e de aspecto íntegro aderidas ao substrato. Nos períodos subsequentes 
houveram redução gradual de células íntegras aderidas, sendo poucos remanescentes ao final 
de 144h (Fig 6). 
A suplementação do hormônio progesterona (P) no meio de cultivo apresentaram 
predomínio de células globosas maiores (> 20µm) de citoplasma granuloso nas primeiras 24h, 
se comparada com as células em cultivo sem a suplementação do CG (Fig 5). Após 48h, 
verificou-se uma tendência na redução nas células aderidas com predomínio de células menores 
de citoplasma granuloso. Nas observações dos períodos subsequentes constatou-se uma gradual 
redução de células aderidas no substrato de fibronectina, sendo poucas remanescentes ao final 
de 144h (Fig 6). 
A suplementação do hormônio estradiol (E) no meio de cultivo não apresentaram 
diferenças no comportamento das células em relação ao cultivo padrão. Foram identificadas 




conteúdo citoplasmático pouco granuloso (Fig 5). As células uNK maiores (>20µm) 
apresentavam o citoplasma com maior granulosidade. Em meio a células íntegras foram 
observadas pequenas estruturas esféricas anucleadas (< 5µm) igualmente aderidas na superfície 
da lâmina revestida com substrato de fibronectina e, de conteúdo granuloso semelhante ao do 
citoplasma das células uNK. Após 48 e 72h, houve uma redução visível na proporção de células 
aderidas, sendo estas em maior proporção de células menores (Fig 5). Nos períodos 
subsequentes de cultivo verificou-se uma redução gradual na proporção de células aderidas, 
sendo encontradas poucas células remanescentes ao final de 120h (Fig 6). 
A suplementação combinada dos hormônios CG e P no meio de cultivo das células 
uNK resultaram na melhor preservação das células aderidas tanto das formas maiores quanto 
das pequenas nos períodos de 24 e 48h (Fig 5). Nestas condições, a preservação das células 
aderidas foi mais duradoura se comparada ao controle, persistindo as células íntegras até 216h 
de cultivo (Fig 6). 
A suplementação combinada dos hormônios CG e E no meio de cultivo das células 
uNK não apresentaram diferenças nas primeiras 24h, porém aumentaram a proporção de células 
aderidas no período de 48h se comparadas com os cultivos controles ou com suplementação 
apenas de E, com o predomínio de células menores (<20µm). As observações nos períodos 
subsequentes demostraram redução gradual de células aderidas, sendo poucas remanescentes 
após 192h (Fig 6). 
A suplementação combinada dos hormônios P e E no meio de cultivo das células 
uNK demonstraram a preservação tanto de células pequenas agranulares quanto as maiores com 
citoplasma granuloso após 24h de cultivo (Fig 5). Após 48h, a proporção de células aderidas 
era visualmente maior em relação aos de cultivos controles, assim como ao do E isolado, mas 
semelhantes ao do P isolado. As observações subsequentes demonstraram gradual e rápida 
redução na proporção de células aderidas, restando poucas remanescentes ao final de 192h (Fig 
6). 
A suplementação combinada dos hormônios CG, P e E no meio de cultivo das 
células uNK demonstraram a preservação de maior proporção tanto de células pequenas 
agranulares quanto as maiores com citoplasma granuloso após 24h de cultivo (Fig 5; Fig 7). 
Após 48h, a proporção de células aderidas era consideravelmente maior em relação aos cultivos 
controles ou mesmo com os hormônios isolados (Fig 5). Nestas condições, a preservação de 
células aderidas foi mais duradoura se comparada ao controle e aos de hormônios isolados 




A análise ultraestrutural das células aderidas cultivadas sob o efeito do CG, 
apresentam morfologia semelhante ao descrito previamente por Paffaro e colaboradores (2003), 
com núcleo amplo de cromatina pouco condensada e citoplasma contendo cisternas de retículo 
endoplasmático, mitocôndrias com projeções tubulares da membrana interna e grânulos 
citoplasmáticos de densidade e dimensões variadas. As vesículas coletadas do sobrenadante do 
cultivo, apresentam conteúdo de citoplasma delimita por membrana plasmática, no qual se 
destacam diversas estruturas eletrodensas de formato e dimensões variadas cujo interior 
apresentam arranjos em figuras de mielina (fig 7a,b). Ao lado destas estrutura vesiculares 
eletrodensas estão presentes vesículas de conteúdo eletrolucente e algumas mitocôndrias com 
projeções tubulares da membrana interna, ao lado de pequenos seguimentos de retículo 
endoplasmático (Fig 7c,d). 
 
4.6 Expressões de TNF-α, Granzima B, VEGF, IL-10 e IFN-γ das células uNK 
sob efeito dos hormônios gonadotrofina coriônica, progesterona e estradiol in 
vitro 
 
A concentração de proteínas totais avaliadas tanto do sobrenadante quanto das 
células aderidas em cultivo sob a ação dos hormônios CG, P e E obtidas pelo método BCA 
estão tabuladas na tabela 2. 
 
Tabela 2. Concentração de proteínas totais dos sobrenadantes e células em meio de 
cultivo suplementado com hormônios  
  
Os valores tabulados correspondem às concentrações em 10-9 pg/ml. A1, A2 e A3 - correspondem às 3 
amostras coletadas de culturas independentes; C1- Controles sem DMSO; C2 – Controles com DMSO; 
E – Estradiol; P – Progesterona; CG – Hormônio Gonadotrofina coriônica.   
 
C1 C2 E P CG E+P E+CG P+CG E+P+CG
A1 2,85 4,3 3,45 5,22 4 3,63 5,88 4,95 3,02
A2 2,63 4,22 3,63 3,97 2,75 2,83 2,8 5,07 5,07
A3 2,65 4,45 4,12 4,77 3,47 2,87 3,98 1,34 3,37
C1 C2 E P CG E+P E+CG P+CG E+P+CG
A1 4,45 3,25 4,55 3,77 6,41 2,02 2,38 2,78 4,5
A2 2,73 2,42 2,52 3,32 2,4 2,95 2,18 2,72 2,78






 As expressões de TNF-α, IL-10, Granzima B, VEGF e IFN-γ das células uNK em 
cultivo sob o efeito dos hormônios, determinadas por meio do imunoensaio multiplex e 
ajustadas de acordo com a concentração proteica das respectivas amostras estão tabuladas na 
tabela 3.  
Tabela 3. Concentrações de TNF-, Granzima, VEGF, IL-10 e IFN-  
   
Os valores tabulados correspondem às concentrações em 10-9 pg/ml, corrigidos de acordo com as 
respectivas concentrações proteicas. A1, A2 e A3 - correspondem às 3 amostras coletadas de culturas 
independentes; C1- Controles sem DMSO; C2 – Controles com DMSO; E – Estradiol; P – Progesterona; 
CG – Hormônio Gonadotrofina coriônica. 
C1 C2 E P CG E+P E+CG P+CG E+P+CG
A1 2,3 0 0,51 0 1,4 0,49 0,39 4,48 0
A2 0,45 0 0 0 1,21 1,26 12,3 4,12 0
 A3 2,63 0 0,08 0,02 1,3 0,3 1,49 4,36 0,16
A1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A2 0 0 0 0 0 0 0,8 0 0
 A3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A1 24,5 12 9,26 3,91 26,4 0,78 1,25 5,4 16,4
A2 4,47 7,33 5,02 5,67 9,71 1 1,01 4,02 6,1
 A3 40,6 20 13 24,7 17,2 3,34 2,4 13,6 39
A1 1,63 0,36 1,09 9,45 1,03 0,22 0,13 0,37 0,56
A2 0,64 0,28 0,36 0,33 0,57 0,37 0,38 0,41 0,21
 A3 2,19 0,29 0,32 0,57 1,12 0,19 0,14 1,85 0,31
A1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 A3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C1 C2 E P CG E+P E+CG P+CG E+P+CG
A1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 A3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 A3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A1 0 3,62 2,11 4,3 0,07 6,9 0 0 0,1
A2 8,6 1,17 0,17 4,2 0 0,15 0,2 0,16 0
 A3 11,2 0 4,78 0 0,96 0 0 0,49 0
A1 0,06 0,05 0,12 0,01 0,08 0,28 0,02 0,11 0,06
A2 0,11 0,23 0,02 0,17 0 0,11 0,43 0,3 0
 A3 0,15 0 0,24 0,13 0,11 0,11 0,14 0,13 0,02
A1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A2 0 0 0 0 0 0 0 0 0














































A expressão do TNF-α foi detectada nos sobrenadantes, porém não nas células 
aderidas da cultura. As concentrações do TNF-α nos sobrenadantes de cultura sob o efeito dos 
hormônios E, P e CG isolados e, na combinação P+E foram menores em relação ao controle 
(Fig 8). O efeito combinado de E+CG e P+CG apresentaram aumento na concentração do TNF-
α se comparada ao controle e em relação aos hormônios isolados. Já a combinação dos três 
hormônios CG, P e E demostrou redução na expressão do TNF-α. 
A Granzima B foi detectada tanto no sobrenadante quanto nas células aderidas do 
cultivo controle com e sem o DMSO, sendo menor na presença do DMSO (Fig 8). Sob o efeito 
dos hormônios P, E a expressão da Granzima B não apresentou variações tanto nas células 
aderidas quanto no sobrenadante das culturas. A combinação P+E apresentou concentração 
semelhantes aos destes hormônios isolados, porém constatou-se uma diminuição no 
sobrenadante. Sob o efeito do CG e suas combinações CG+E e CG+P ocorreram reduções 
significativas nas células em cultivo. Nos sobrenadantes destas culturas verificou-se a presença 
da Granzima B sob o efeito do CG, porém diminuídas nas combinações CG+E e CG+P (Fig 8). 
Na combinação dos três hormônios CG+P+E, a expressão da Granzima B na célula aderida foi 
baixa, semelhante aos dos hormônios CG isolado ou em combinações com CG+E e CG+P. No 
sobrenadante, a combinação dos hormônios CG+P+E apresentou níveis de granzima B 
semelhante ao do controle e significativamente maior em relação às combinações de CG+E, 
CG+P e E+P. 
O VEGF foi detectado nas células uNK aderidas cultivadas em meio condicionado 
padrão e em níveis semelhantes nos demais meios contendo isoladamente os hormônios P, E e 
CG ou, em combinações binárias destes (Fig 8). Redução significativa na expressão do VEGF 
nas células aderidas foi observado na combinação dos três hormônios CG+P+E se comparada 
com o controle e demais condições de cultivo. O VEGF foi detectado no sobrenadantes dos 
cultivos controle de células uNK, sendo observado redução significativa nos meios contendo 
os hormônios CG, E e suas combinações. No sobrenadante do cultivo sob o efeito da P 
verificou-se um aumento na concentração do VEGF se comparado ao controle e com as demais 
culturas suplementadas com os hormônios CG e E.  
As citocinas IFN-  e IL-10 não foram detectadas no limiar de sensibilidade do 







4.7 Ensaios funcionais das células uNK em meio condicionado suplementado 
com hormônio gonadotrófico coriônico 
 
As células uNK em meio de cultivo suplementadas com os hormônios CG+P+E 
foram desafiadas in vitro frente aos estímulos de LPS (lipopolissacarídio), líquido amniótico e 
células embrionárias de camundongos (E14Tg2A). As variações nas expressões de TNF-α, 
Granzima B, VEGF, IL-10 e IFN-γ no período de 24hs de cultivo foram avaliadas tanto no 
sobrenadante quanto nas células aderidas do cultivo, exceto nas células uNK aderidas em co-
cultivo com as células E14Tg2A. As concentrações proteicas de cada uma das amostras estão 
tabuladas na tabela 4, os quais foram utilizadas para o ajuste dos valores obtidos nos ensaios 
multiplex dos analitos avaliados (tabela 5).  
 




Os valores tabulados correspondem às concentrações em 10-9 pg/ml. A1, A2 e A3 - correspondem às 3 
amostras coletadas de culturas independentes; uNK – células uNK; LPS – lipopolissacarídio; LA – 








uNK LPS LA uNKD Tg2A uNKD+Tg2A
A1 3,93 6,02 7,08 A1 6,91 3,9 7,1
A2 4,05 4,48 4,15 A2 6,75 5,08 8,16
A3 3,88 4,22 3,68 A3 7,13 5,33 5,92
uNK LPS LA
A1 3,23 2,73 2,15
A2 3,48 2,08 2,63






Tabela 5. Concentrações de TNF-, Granzima, VEGF, IL-10 e IFN- das células 




Os valores tabulados correspondem às concentrações em 10-9 pg/ml, ajustados de acordo com as 
respectivas concentrações proteicas. A1, A2 e A3 - correspondem às 3 amostras coletadas de culturas 
independentes; uNK – células uNK; LPS – lipopolissacarídio; LA – Líquido amniótico; uNKD – células 
uNK cultivadas em meio Dmem; Tg2A – células E14Tg2A. 
 
Nas culturas de células uNK em meio suplementada com os hormônios CG+P+E 
sob a ação do LPS foram detectadas a presença de TNF-α, Granzima B e VEGF nos 
sobrenadantes da cultura (Fig 9). O TNF-α não foi detectado nas células aderidas do cultivo, 
uNK LPS LA uNKD Tg2A uNKD+Tg2A
A1 0,65 0,29 0 A1 0 0 0
A2 0 0 0 A2 0 0 0
 A3 0 0 0 A3 0 0 0
A1 0 0 0 A1 0 0 0
A2 0 0 0 A2 0 0 0
 A3 0 0 0 A3 0 0 0
A1 5,18 3.1 6,41 A1 0,41 0 2,27
A2 2,37 4,5 4,91 A2 0 0 1,44
 A3 3,87 1,7 3,49 A3 1,95 0 5,22
A1 0,33 0,11 0,22 A1 0,19 15 5,38
A2 0,32 0,38 0,38 A2 0,06 0,11 0,17
 A3 0,17 0,19 0,42 A3 0,15 12 6,01
A1 0 0 0 A1 0 0 0
A2 0 0 0 A2 0 0 0
 A3 0 0 0 A3 0 0 0
uNK LPS LA
A1 0 0 0
A2 0 0 0
 A3 0 0 0
A1 0 0 0
A2 0 0 0
 A3 0 0 0
A1 0,87 4,3 13,4
A2 0,81 33,5 3,64
 A3 2,24 3,07 4,35
A1 0,17 0,48 0,38
A2 0,23 0,63 0,11
 A3 0,05 0,06 0,14
A1 0 0 0
A2 0 0 0














































assim como, as citocinas IL-10 e IFN-γ não foram detectadas nos sobrenadantes ou nas células 
aderidas e por esta razão não foram ilustrados na forma de histogramas. No sobrenadante do 
cultivo submetido ao tratamento pelo LPS, a concentração do TNF-α foi menor em relação ao 
controle. A concentração de Granzima B nas células uNK aderidas do cultivo controle era 
significativamente menor em relação ao encontrado no sobrenadante. Na presença do LPS, a 
concentração de Granzima B era significativamente maior nas células aderidas em relação ao 
controle enquanto no sobrenadante, as concentrações se equiparam ao do controle. A expressão 
do VEGF foi detectada tanto no sobrenadante quanto nas células uNK aderidas do cultivo 
controle, sendo ligeiramente maior no sobrenadante (Fig 9). Sob o efeito do LPS, a expressão 
do VEGF nas células aumenta enquanto no sobrenadante são similares ao do controle.  
Sob o efeito do líquido amniótico (LA), verificou-se a completa supressão da 
expressão do TNF-α tanto nas células uNK aderidas quanto no sobrenadante das culturas (Fig 
10). As concentrações de Granzima B detectadas nas células aderidas foram maiores em relação 
ao controle e similares nos sobrenadantes. O VEGF foi detectado tanto nas células aderidas 
quanto no sobrenadante do cultivo, cujas concentrações foram similares aos encontrados no 
cultivo controle (Fig 10). 
Pelo fato das células E14Tg2A não crescerem adequadamente em meio RPMI, nos 
ensaios de co-cultivo de células uNK e células embrioblásticas E14Tg2A foi utilizado meio de 
cultivo DMEM, portanto em meio de cultivo diferente dos realizados nos experimentos 
anteriores. Os testes de cultivo realizados com o meio DMEM suplementados com IL-15 em 
substrato de fibronectina, demostraram que as células uNK promoveram a adesão e 
apresentaram sobrevida com preservação da morfologia semelhante àquelas cultivadas em meio 
RPMI condicionado. Os testes realizados com o meio condicionado suplementado pelos 
hormônios estradiol, progesterona e gonadotrofina coriônica não apresentaram diferenças no 
comportamento ou sobrevida das células uNK nos períodos iniciais de 24 a 72h se comparada 
com as observadas com o meio RPMI (dados não ilustrados).  
Da mesma forma, a adição de hormônios CG, P e E não afetaram o padrão de 
proliferação e crescimento na forma de colônias de tamanhos variados das células E14Tg2A 
(Fig 11A,B). Dos resultados dos testes foi padronizado o meio DMEM condicionado contendo 
IL-5 em substrato de fibronectina, com suplementação dos hormônios CG+P+E nos ensaios de 
co-cultivo de células uNK e células E14Tg2A, na proporção de 1:1 cada qual contendo 3x104 
células. 
Na co-cultura de células uNK e células E14Tg2A após 24h em meio DMEM 




tamanho das colônias de células E14Tg2A (Fig 11C). Foram encontradas células uNK globosas 
maiores, íntegras e com citoplasma granuloso (Fig 11D). Foi observado a presença de alguns 
brotamentos na superfície das células uNK bem como fragmentos citoplasmáticos esféricos 
aderidas ao redor das colônias de células E14Tg2A (Fig 11D).  
Na análise realizada através do imunoensaio para as células uNK, E14Tg2A e co-
cultivo, não foram detectadas as citocinas TNF-α, IL-10 e IFN-γ tanto nos sobrenadantes quanto 
nas células aderidas e por esta razão não foram ilustrados na forma de histogramas. As 
concentrações de Granzima B detectadas no sobrenadante dos co-cultivos foi 
significativamente maior em relação ao controle e assim como esperado, não foi detectado 
Granzima B no cultivo de células E14Tg2A (Fig 12).  O VEGF foi detectado em quantidades 
muito menores nas células uNK em relação as células E14Tg2A. Na análise de co-cultivo, os 
níveis de VEGF reduziram significativamente quando comparado ao cultivo de células 





















As células uNK expressam receptores LH/CGR. 
 
A reação imunocitoquímica positiva para receptores de LH/CGR identificadas 
especificamente nas células do corpo lúteo de camundongos gestantes (9ºdg) confirmam de um 
lado, a expressão destes receptores identificados pelo anticorpo anti-CGR utilizado no 
experimento e concomitantemente, a potencial ação primária preconizada da gonadotrofina 
coriônica (CG) secretadas pelos trofoblastos em prover a manutenção do corpo lúteo em 
substituição ao hormônio luteinizante (LH) hipofisário durante a primeira metade da gestação 
(SCHUMACHER; COSTA; ZENCLUSSEN, 2014; FAAS; DE VOS, 2017). As reações 
LH/CGR positivas nas células do estroma endometrial tanto da região mesometrial quanto 
antimesometrial, assim como, no miométrio do útero gestante de camundongos confirmam os 
relatos prévios da literatura (WIDE; WIDE, 1979; BONNAMY; BENHAIM; LEYMARIE, 
1990, 1993; ZHENG et al., 2001) da expressão extra-gonadal destes receptores.  
A comprovação da reação positiva de LH/CGR nas células uNKDBA+ do presente 
estudo é um relato inédito, sugerindo uma potencial modulação parácrina do hormônio 
gonadotrófico coriônico (CG) nas respostas funcionais desempenhadas pelas células uNK na 
interface materno-fetal do útero gestante de camundongos. Baseado neste resultado inicial, 
foram aprimorados os procedimentos de isolamento e cultivo das células uNK de camundongos 
visando os experimentos para avaliação in vitro do efeito da CG sobre as células uNK.  
 
Isolamento e cultivo primário de células uNK para ensaios in vitro 
 
O isolamento e purificação de células uNKDBA+ de camundongos são 
procedimentos desenvolvidos originalmente em nosso laboratório baseado na afinidade seletiva 
da lectina Dolichos biflorus (DBA) pelas células uNK (PAFFARO et al., 2003; CROY et al., 
2010). Estes procedimentos de isolamento, apesar de altamente específico resulta em 
rendimento médio de não mais que 8-10x103 células uNKDBA+/sítio de implantação 




a esta proporção reduzida de células isoladas, foram desenvolvidos os procedimentos de 
manipulação e cultivo in vitro em microspot destas células (2-30x103 células) em 50µL de meio 
de cultivo utilizando câmaras de cultivo acopladas a lâminas histológicas e recobertas com óleo 
mineral (CROY et al., 2010).  
Os resultados do presente experimento de isolamento de célula uNKDBA+ 
utilizando esferas magnéticas revestidas com lectina DBA corroboram com os dados de 
rendimento relatado por Croy e colaboradores (2010), atingindo a média de 8-10x104 células 
uNKDBA+ de cada animal gestante no 9ºdg. Contudo, em se estabelecendo o número mínimo 
de 3x104 células uNK para os ensaios funcionais subsequentes pretendidos no presente trabalho, 
constatou-se a necessidade de um grande número de animais para a realização de todos os 
ensaios in vitro pretendidos. Mais recentemente, o nosso laboratório desenvolveu o isolamento 
de células leucocitárias da região mesometrial de camundongos gestantes por meio de 
centrifugação em gradiente de Percoll (BIZINOTTO et al., 2014), pelo qual, as frações dos 
gradientes de 30 e 40% do Percoll concentram a maioria das células uNK do útero gestante de 
camundongos, não limitados à afinidade pela lectina DBA. Os nossos resultados demonstram 
que neste procedimento, atinge-se o rendimento superior a 20x104 células uNK NK1.1+ de cada 
animal, com contaminações de outros leucócitos inferiores a 5%, dentre os quais a maioria 
sendo de células CD3+. Cumpre salientar que apesar da grande afinidade das células uNK de 
camundongos para com a lectina DBA detectadas em reações citoquímicas nos sítios de 
implantação embrionária, nem todas as células uNK são DBA+ (YADI et al., 2008; MALLIDI 
et al., 2009; CROY et al., 2010). Ou seja, presume-se que o isolamento pelo gradiente do Percoll 
resulte na maior representatividade de células uNK não restritas ao fenótipo uNKDBA+ 
presentes no útero gestante de camundongos. 
Por outro lado, todas e quaisquer manipulações destas células resultam na 
rompimento e lise celular, o que dificulta ou inviabiliza as análises como por exemplo, pelos 
métodos citoquímicos ou imunocitoquímicos.  O recobrimento dos cultivos em microspot com 
óleo mineral preconizado originalmente (CROY et al., 2010) e também recomendado por 
Bizinotto e colaboradores (2014), mostrou-se inadequado devido à dificuldade em remover este 
óleo aderida na superfície dos meios de cultivo. Portanto, a análise das células uNK cultivadas 
em microspot aderidas ao substrato de fibronectina é um fator limitante devido aos 
procedimentos difíceis para avaliações subsequentes. 
Embora a análise das células uNK em cultivo microspot seja passível em avaliações 




tênue aderência focal, são substancialmente diferentes da maioria das células de linhagens 
estabelecidas que tornam-se achatadas e proliferam firmemente aderidas no substrato do 
cultivo. Por outro lado, enquanto outros linfócitos obtidos do sangue circulante ou de órgãos 
linfóides (BØYUM, 1976; TIMONEN et al., 1982; CRELLIN; GARCIA; LEVINGS, 2007; 
FAUCE; YANG; EFFROS, 2007; LISSANDRELLO et al., 2018; WIEDE; TIGANIS, 2018), 
assim como, as células uNK de humanos (HANNA et al., 2003; ROBSON et al., 2012a) 
permanecem livres e flutuantes nos meios de cultivo, as células uNK isoladas do útero gestante 
sobrevivem maior tempo quando cultivadas sobre o substrato de fibronectina (CROY et al., 
2010). Esta peculiaridade pode estar diretamente relacionada com o fato da proliferação, 
diferenciação e ativação das células uNK de camundongos ocorrerem exclusivamente no 
ambiente do útero gestante (CROY et al., 2003), em particular na região mesometrial onde a 
fibronectina está presente como componente da matriz extracelular (BABIARZ et al., 1996; 
ZAVAN et al., 2010, 2012). Corroboram ainda para esta hipótese a expressão de diversas 
integrinas tais como a α5, α6 e β7 na membrana plasmática das células uNK, dentre os quais a 
α5 que tem como ligante a fibronectina (ZAVAN et al., 2010). 
Por outro lado, dentre os diversos testes de cultivo a alternativa adotada em todos 
os nossos experimentos com o cultivo das células uNK em microspot sobre lâminas com áreas 
delimitadas por películas de máscaras epoxy e sem o recobrimento com o óleo mostrou-se 
eficiente e de fácil manipulação. Desde que tomadas todas as precauções de esterilidade dos 
instrumentos e assepsia nos procedimentos realizados dentro da câmara de fluxo laminar não 
houveram contaminações bacterianas ou de fungos nos intervalos de tempo analisados. Neste 
procedimento, as células isoladas dos sítios de implantação embrionária no 9ºdg de 
camundongos por meio do gradiente de Percoll e cultivadas sobre lâminas com máscara epoxy, 
na proporção de 3x104 células permitiram a manipulação do cultivo tanto para remoção e 
renovação, quanto para substituição dos meios de cultivo por meio de capilares de vidro 
acoplado a micromanipulador.  
 
Os hormônios gonadotrófico coriônico e ovarianos afetam a diferenciação e 
viabilidade das células uNK in vitro 
 
Os resultados dos nossos experimentos de cultivo de células uNK nos meios 




(E) ovarianos demonstram que as células uNK são sensíveis e responsivas a estes hormônios. 
Nos períodos iniciais de 48hs de cultivo as células uNK em meio suplementado com CG são 
maiores e apresentam citoplasma mais granuloso o que sugere a diferenciação destas células. 
De acordo com Paffaro e colaboradores  (2003), os subtipos de células uNKDBA+ maiores e 
que apresentam maior granulosidade citoplasmática correspondem àquelas diferenciadas e 
presentes em áreas da região mesometrial próximas ao embrião em desenvolvimento, enquanto 
as células menores de citoplasma com poucos grânulos correspondem aos subtipos menos 
diferenciados e presentes no endométrio mesometrial próximo ao miométrio.  
Estas células maiores e mais granulosos foram igualmente identificados nas 
culturas de 24-48h suplementadas com os hormônios ovarianos P e E em combinações como 
CG, porém não com o E isoladamente, pelo que se presume o hormônio E isoladamente não ter 
efeito sobre a diferenciação das uNK in vitro. As culturas suplementadas com P apresentam 
igualmente células uNK maiores e com citoplasma granuloso, sugerindo efeito semelhante 
entre P o CG. Embora as células uNK de humanos e murinos não expressem os receptores 
clássicos PR e ER1 para os hormônios esteroides (KING; GARDNER; LOKE, 1996; 
BORZYCHOWSKI et al., 2003; HENDERSON et al., 2003; OH; CROY, 2008), por outro lado 
expressam o receptor de glicocorticóides (GR) para progesterona (GUO et al., 2012) assim 
como, o receptor ERβ1 para estradiol (HENDERSON et al., 2003). Desta forma, presume-se a 
capacidade responsiva das células uNK também para os hormônios esteroides P e E.  
Interessante observar que a superfície das células uNK em meio de cultivo 
suplementada com CG apresentam inúmeros brotamentos em forma de vesículas esféricas com 
conteúdo e granulosidade semelhantes ao do citoplasma destas células nas observações à fresco 
no microscópio de contraste de fase. Este fenômeno observado em cultivos de 24hs resultam 
em inúmeros vesículas esféricas de tamanhos variados sedimentadas ao lado das células uNK 
que acentua após 48h. Estas vesículas foram observadas em menor proporção nos cultivos 
suplementados com P e raramente com E. Porém, as combinações de P ou E com o CG 
apresentam proporções semelhantes destas vesículas observados com CG isolado. Pela análise 
ao microscópio eletrônico, estas vesículas apresentam-se envoltas pela membrana plasmática e 
internamente, um conteúdo semelhante ao do citoplasma das células uNK. Chama a atenção os 
diversos corpos eletrodensos compactos e delimitados, de dimensões variadas, muitas com 
arranjos que se assemelham a corpos mielínicos.  Presume que estas estruturas sejam os 
grânulos lisossomo-secretor em degeneração. A fragmentação citoplasmática com liberação de 




vários tipos celulares, como por exemplo: - nos megacariócitos que liberam as plaquetas 
(HEIJNEN et al., 1998); - os lipossomos da secreção láctea das glândulas mamárias 
(MCMANAMAN; NEVILLE, 2003) ou; - a fragmentação citoplasmática que precedem a 
morte celular por apoptose (ELMORE, 2007) . Este fenômeno da liberação de vesículas 
citoplasmáticas pelas células uNK in vitro sob a influência do CG é um relato inédito e merece 
investigações futuras sobre o significado fisiológico deste comportamento das células uNK na 
interface materno-fetal. 
O presente estudo demonstra também de forma inédita que o CG promove a 
sobrevida de maior duração das células uNK viáveis em maior proporção que perdura até 192hs, 
se comparada com o limite da sobrevida de 120h das células uNK em cultivo padrão. As 
combinações com os hormônios estrogênicos ovarianos, demonstram ainda uma melhor relação 
de sobrevida nas combinações de CG com P e CG com P+E que perdura até 216h. Ao longo 
dos períodos de cultivo, observa-se uma redução gradual da proporção de células íntegras 
aderidas no substrato, pelo que se presume a não ocorrência da proliferação das células uNK 
nas condições de cultivo.  
As células uNK sintetizam e secretam constitutivamente o VEGF (vascular 
endotelial growth fator) como pode ser observado tanto na fração celular quanto no 
sobrenadante dos cultivos controles em meio condicionado com IL-15. Porém, os nossos 
resultados demonstram uma redução na atividade de biossíntese e secreção do VEGF das 
células uNK sob o efeito do CG nas primeiras 24hs de cultivo. As células uNK tanto de 
humanos quanto de camundongos são consideradas uma das principais produtoras de fatores 
que regulam a angiogênese e neovascularização durante a gestação entre eles, a angiopoietina 
(Ang1), angiogenina (Ang2), fator de crescimento transformante-β1 (TGF-β1) e o fator de 
crescimento endotelial vascular (VEGF) (LASH et al., 2005, 2006b; LASH; ROBSON; 
BULMER, 2010; ROBSON et al., 2012b). Este resultado contraditório de redução na atividade 
de biossíntese e secreção do VEGF sob o efeito do CG parece ser específica para as células 
uNK, uma vez que o CG tem sido relatado como importante regulador da angiogênese na 
interface materno fetal (CHOI; SMITZ, 2014), inclusive pelo efeito direto sobre as células 
endoteliais dos vasos uterinos (BOURDIEC et al., 2012, 2013). O efeito benéfico do CG através 
da ativação da angiogênese por meio de perfusão intra-uterina da CG aumenta 
significativamente o sucesso na taxa de gravidez bem sucedida quando realizada antes da 
transferência de embriões em mulheres com falhas recorrentes de implantação (HUANG et al., 




angiogênese uterina, tal efeito não decorre da resposta direta das células uNK. Ou seja, a 
ativação da angiogênese via VEGF das células uNK na interface materno-fetal deve ser 
regulada por outros mecanismos, dentre os quais, a hipóxia local (MINCHENKO et al., 1994; 
KALKUNTE et al., 2008).  
Da mesma forma, os hormônios P e E isoladamente não alteram a atividade de 
biossíntese (fração celular) e secreção (fração sobrenadante) do VEGF. Por outro lado, a baixa 
concentração do VEGF observada nos sobrenadantes destas culturas sugerem, com exceção da 
P isolada, que o VEGF não é secretado pelas células uNK in vitro sob o efeito combinado destes 
hormônios. Apesar do nível de concentração do VEGF ser maior sob o efeito do P isolado em 
relação tanto ao controle quanto aos demais hormônios e suas combinações, presume-se que no 
ambiente uterino ocorra sempre a ação conjunta parácrina e endócrina dos hormônios CG+P+E. 
Ou seja, de acordo com estes resultados tanto o CG quanto os hormônios estrogênicos ovarianos 
em suas combinações não influem positivamente na ativação da biossíntese e secreção do 
VEGF pelas células uNK de camundongos.   
A ativação da via citotóxica na resposta imune inata das células uNK pode ser 
mediada pelo TNF-, uma citocina pró-inflamatório da categoria Th1 (CASEY et al., 1989; 
CHAOUAT et al., 1990; OTUN et al., 2011). A constatação do TNF- no sobrenadante do 
cultivo controle de células uNK confirmam a biossíntese e secreção constitutiva desta citocina 
pelas células uNK, como tem sido reportado em outros estudos (BAUER et al., 2004; RENAUD 
et al., 2005; HUBER et al., 2006; OTUN et al., 2011). Sob o efeito do CG, a concentração do 
TNF- é similar ao do controle, porém verificam-se reduções sob o efeito dos hormônios P e E 
isoladamente. Embora as combinações de CG+E e CG+P apresentem aumento na concentração 
do TNF- nos sobrenadantes de cultura, a combinação do conjunto dos hormônios CG+P+E 
apresenta redução na concentração do TNF- se comparado ao controle.  Ou seja, no útero 
gestante em que os três hormônios atuam simultaneamente, a expressão do TNF- das células 
uNK seria regulada negativamente, sobretudo sob a modulação do CG. Estes resultados 
corroboram com os relatos de Zhang e colaboradores (2003), que sugerem a ação do CG como 
mediador que promove a redução da resposta imune pró-inflamatória de macrófagos, assim 
como em linfócitos T (LIN et al., 1995; SONG et al., 2000; RAO, 2001)  
Cumpre salientar que o TNF- não foi detectado na fração celular dos cultivos de 
células uNK pelo método empregado neste estudo. Este resultado (não apresentado) pode ser 




e rapidamente secretada sob estímulos específicos, o que pode resultar em concentrações abaixo 
do limiar de sensibilidade do método utilizado. Por outro lado, seguramente o CG não ativa a 
biossíntese do TNF- pelas células uNK in vitro. 
Ao lado do TNF-, o IFN- é outra citocina considerada constitutivamente 
secretada pelas células uNK (ASHKAR; DI SANTO; CROY, 2000; CROY et al., 2003, 2010; 
LASH et al., 2006a; WU et al., 2006). Pelo método utilizado em nosso estudo para análise do 
IFN-, esta citocina pró-inflamatória não foi detectada no sobrenadante ou nas células em 
cultivo sob a influência dos hormônios CG, P, E e suas combinações. Estes resultados negativos 
não significam que as células uNK in vitro não possam sintetizar e secretar esta citocina, sendo 
a causa provável o liminar de sensibilidade do método de análise adotado no presente estudo. 
A ativação da via citolítica da resposta imune inata pelas células uNK pode ser 
mediada pelas proteínas líticas granzima e perforina acumuladas nos grânulos lisossomo-
secretor (PARR et al., 1990; ZHENG; OJCIUS; YOUNG, 1993; CLARK; GRIFFITHS, 2003; 
LIMA et al., 2012; LIMA; PAFFARO; YAMADA, 2013) que induzem a morte por apoptose 
das células alvo. A detecção da granzima B tanto na fração celular quanto no sobrenadante dos 
cultivos das células uNK confirmam a biossíntese e secreção constitutiva desta proteína pelas 
células uNK de camundongos in vitro. Sob o efeito do CG ou, este em combinações com o P 
e/ou E constata-se a redução na fração celular, o que sugere tanto a supressão da biossíntese da 
granzima ou o não acúmulo deste conteúdo nos grânulos citoplasmáticos das células uNK in 
vitro. Enquanto P e E isoladamente apresentam redução das concentrações da granzima tanto 
nas frações celular quanto nos sobrenadantes das células uNK em cultivo, as combinações de P 
e E com o CG apresentam uma redução mais acentuada nos sobrenadantes granzima. Por outro 
lado, à semelhança do CG isolado, a combinação de CG+P+E resulta em concentrações de 
granzima no sobrenadante semelhantes ao do controle.   
Estes dados acima sugerem que o CG pode promover tanto a regulação negativa na 
biossíntese da granzima quanto o não acúmulo desta proteína da via citolítica, e acelera a 
liberação do conteúdo da granzima para o compartimento extracelular no intervalo de 24hs. 
Saliente-se que a fração do sobrenadante contêm também as vesículas citoplasmáticas 
produzidas pelas células uNK em cultivo. Estas vesículas que apresentam grânulos lisossomo-
secretor em aparente degeneração podem conter as proteínas líticas. Isto é, a maior 
concentração de granzimas na fração do sobrenadante podem estar contidas nestas vesículas. 




aquelas já compartimentalizadas nos grânulos lisossomo-secretor, são segregados da célula via 
formação das vesículas citoplasmáticos que destacam da superfície celular. Esta segregação do 
conteúdo da granzima pode resultar na regulação negativa da ação lítica da resposta imune inata 
das células uNK sob o efeito do CG, como tem sido relatada a imunossupressão sob o efeito do 
CG em leucócitos isolados de outros órgãos (LIN et al., 1995; SONG et al., 2000; RAO, 2001; 
ZHANG; RAO; LEI, 2003) 
A célula uNK sintetiza e secreta IL-10 que promove a modulação das células 
dendríticas (DC) no útero evitando a perda gestacional (BLOIS et al., 2017).  A inoculação da 
citocina IL-10 por sí só em camundongos gestante provoca abortos (BLOIS et al., 2017), 
portanto a modulação da expressão do IL-10 na interface materno-fetal é crítica para o sucesso 
da gravidez em camundongos. Em nosso resultado não foi possível detectar a expressão do IL-
10 na fração celular ou no sobrenadante dos cultivos controle ou suplementada pelos 
hormônios, devido provavelmente ao baixo limiar de sensibilidade do método adota para a 
análise desta citocina. Contudo, pela relevância da IL-10 na modulação da homeostasia da 
gestação, os estudos sobre os mecanismos que regulam a expressão desta citocina pelas células 
uNK merecem atenção em estudos futuros específicos. 
 
Comportamento das células uNK in vitro desafiadas com LPS, líquido 
amniótico e embrioblastos. 
 
As células uNK frente à adição do lipopolissacarídio (LPS) no meio de cultivo 
suplementado com os hormônios CG+P+E não apresentam redução ou aumento visual na 
proporção de células viáveis após 24hs. Ou seja, o LPS aparentemente não promove a lise 
celular ou proliferação das células uNK in vitro.  
Interessante observar que enquanto a secreção do TNF- tende a reduzir sob o 
efeito do LPS, ocorre aumento na concentração da granzima na fração celular em relação ao 
controle, porém similares nos sobrenadantes demonstram que as células uNK são sensíveis à 
ação do LPS, promovendo a biossíntese com provável acúmulo dada granzima B armazenada 
nos seus grânulos lisossomo-secretor. Isto sugere a ativação da resposta das células uNK in 
vitro relacionada com a atividade citolítica da resposta imune inata. Murphy e colaboradores 




citotoxicidade das células uNK de camundongos, porém os relatos de Van Der Meer e 
colaboradores (2004),  demonstram a supressão das citocinas pró-inflamatórios tais como o 
TNF- e IFN- na resposta imune inata mediadas pelas células NK sob a influência do CG. Ou 
seja, agentes patogênicos como bactérias que apresentam LPS em suas paredes, podem ativar a 
via citolítica da resposta imune inata das células uNK mediado pelas proteínas líticas 
acumuladas nos seus grânulos lisossomo-secretor, sem contudo, ativar a via citotóxica mediado 
pelas citocinas pró-inflamatórias como o TNF-. 
Semelhante ao que se observa com o LPS, as células uNK frente à adição do líquido 
amniótico apresentam maior concentração de granzima nas células se comparada com a do 
cultivo controle.  Enquanto as concentrações de VEGF se equivalem entre controles e frente à 
adição do líquido amniótico, a concentração de TNF- embora presente no controle, é 
indetectável sob o efeito do líquido amniótico. Estes resultados demonstram que a biossíntese 
e secreção do VEGF não sofre qualquer influência pela adição do líquido amniótico. Por outro 
lado, a biossíntese e secreção da granzima é regulada positivamente pelo líquido amniótico, 
sugerindo a ativação da via mediada por proteínas citolíticas na resposta imune inata das células 
uNK.  A composição do líquido amniótico é complexa (BENZIE et al., 1974; RENFREE; 
HENSLEIGH; MCLAREN, 1975; FAUZA, 2004; DELO et al., 2006; GOMEZ-LOPEZ et al., 
2018). O líquido amniótico que acumula na cavidade delimitada pela membrana aminiótica é 
considerada primariamente como um meio líquido importante para manter o embrião e o feto 
“protegido” de impactos mecânicos, mas também é o meio onde o feto descarta os primeiros 
dejetos gerados pelo seu sistema urinário e digestivo (JANG; BRACE, 1992; FAUZA, 2004; 
DELO et al., 2006; GOMEZ-LOPEZ et al., 2018). Ou seja, pode conter diversos derivados do 
metabolismo e catabolismo das células embrionárias ao longo da gestação. Nos procedimentos 
clínicos de amniocentese e cirurgias fetais, são inevitáveis a ruptura da membrana aminiótica e 
consequente extravasamento do líquido amniótico. Nestes procedimentos são tomadas as 
precauções de promover a sutura (colas cirúrgicas) dos locais da ruptura da membrana 
amniótica sob o risco de aumentar as perdas gestacionais ou induzir o parto prematuro (SERIN; 
ARIKAN, 2013; ACOG; COMMITTEE ON GENETICS; SOCIETY FOR MATERNAL–
FETAL MEDICINE, 2016; KRASTIŅA et al., 2017). Porém, pouca atenção é voltada sobre as 
possíveis influências do conteúdo do líquido amniótico extravasado sobre as células e tecidos 
da interface materno-fetal, em particular sobre as células uNK que acumulam em grande 




amniótico que estimula a biossíntese da granzima, pelas células uNK merece atenção em 
estudos futuros. 
As células uNK desafiadas em co-cultura com células embrioblásticas (E14Tg2A) 
em meio suplementado com os hormônios CG+P+E, demonstram menor desenvolvimento das 
células embrionárias agrupadas em ilhotas no período de 24h. Enquanto o cultivo de células 
embrioblásticas isoladas formam inúmeras ilhotas de células agregadas, fruto da proliferação e 
diferenciação de cada célula semeada no meio de cultivo, o co-cultivo com células uNK reduz 
visualmente a proporção destas ilhotas de células embrioblástica. A concentração da granzima 
aumenta nos co-cultivos se comparada com a da uNK isolada podendo estar relacionada com o 
menor desenvolvimento das células embrioblásticas. Presume-se que a semeadora na proporção 
de 1:1 de células uNK e células E14Tg2A, promove o contato de interação aleatória entre estas 
células e consequentemente nem todas as células E14Tg2A são acopladas às células uNK. Ou 
seja, as células E14Tg2A não acopladas com células uNK prosseguem na sua dinâmica de 
proliferação e diferenciação normal, enquanto aquelas acopladas com células uNK, sofrem a 
ação citolítica. Não se descarta ainda a possibilidade de uma ou mais células E14Tg2A que já 
iniciaram a sua proliferação serem acopladas tardiamente pelas células uNK, o que explica a 
ocorrência de ilhotas de células E14Tg2A de tamanhos variados em co-cultura com as células 
uNK. O fato de não ter sido detectado o TNF- no sobrenadante das co-culturas sugere pouca 
ou nenhuma influência da presença das células embrioblásticas na ativação da biossíntese e 
secreção desta citocina pró-inflamatória pelas células uNK in vitro. Estes dados corroboram 
com a hipótese do mecanismo básico da ação citolítica da resposta imune inata das células uNK 
seja também mediada pelo reconhecimento mútuo entre a célula imunoefetora e célula alvo via 
ligantes e receptores de membrana específicos com formação da sinapse imunológica (DAVIS; 
DUSTIN, 2004; ORANGE, 2008; MACE et al., 2014). Nestas fendas da sinapse imunológica 
são liberados os mediadores citolíticos (perforina e granzimas) contidos nos grânulos 











Pelos resultados do presente estudo pode se concluir que: 
 
1- As células uNK de camundongos expressam o receptor LH/CGr e são 
responsivas ao hormônio CG. 
2- As células uNK de camundongos isoladas através do gradiente de percoll 
apresentaram maior rendimento de células viáveis não restritas ao fenótipo uNKDBA+. 
3- A suplementação do hormônio CG (humano) isoladamente ou em combinações 
com os hormônios estrogénicos progesterona e estradiol no meio de cultivo, promove a 
diferenciação e maior proporção de células uNK viáveis que perduram por um período de tempo 
mais longo in vitro. 
4- A suplementação do hormônio CG isoladamente ou em combinações com P e E, 
promovem modulação negativa na biossíntese e secreção de mediadores citotóxico/citolíticos 
como o TNF- e a granzima B pelas células uNK in vitro, o que conota supressão da sua 
resposta imune inata sob a influência do CG e dos hormônios estrogénicos.  
5- A suplementação do hormônio CG promove modulação negativa na biossíntese 
e secreção do VEGF pelas células uNK in vitro, o que conota a ocorrência de outros 
mecanismos para o estímulo da atividade angiogênica atribuída às células uNK no útero 
gestante. 
6- Da mesma forma, as células uNK em cultivo com o meio suplementados com os 
hormônios CG+P+E respondem in vitro à presença tanto do líquido amniótico, quanto das 
células embrioblásticas pluripotentes por meio da ativação da biossíntese e secreção da proteína 
lítica granzima compartimentalizada nos grânulos lisosomo-secretor, que é característico da 














Figura 1. Reação imunocitoquímica de LH/CGR e citoquímica de lectina DBA. (A, B) –Controle da 
reação de imunocitoquímica de LH/CGR em ovário e da região mesometrial do útero gestante de 
camundongo no 9°dg, respectivamente; (C) - reação positiva para LH/CGR em células do corpo lúteo 
em ovário demonstrando a especificidade do anticorpo anti-CGR; (D) – reação positiva de LH/CGR em 
células uNK e células deciduais da região do MLAp; (E) - Reação DBA+ das células uNK na região 
mesometrial; (F) – Reação positiva para LH/CGR em células uNKDBA+ na região do MLAp. Setas 
brancas: células uNK. Ponta da seta: células deciduais da região do MLAp. Barras: A-C=500µm, 


















Figura 2. Fotomicrografia das células a fresco isoladas em gradientes de densidade de Percoll 30 e 40%. 
No gradiente de 30% predominam células maiores com citoplasma granuloso, enquanto na de 40% as 










Figura 3 A-F. Citometria de fluxo das células uNK isoladas e agrupadas dos gradientes de Percoll (30 
e 40%) marcadas pela lectina DBA, anti-CD3 e anti-NK1.1. (A,B) – Dotplot com gateR1 das células 
DBA+ isoladas nos gradientes de densidade por FSC x SSC. (C) –  Dotplot das células DBA+ e CD3+; 
(D) – Dotplot das células NK1.1+ e CD3+; (E) – Dotplot de células DBA+ e NK1.1+; (F) –Histograma 






Figuras 4 A-D. Fotomicrografias de células isoladas da região do MLAp de sítios uterinos de 
desenvolvimento embrionário de camundongos no 9ºdg. (A,B) – Células isoladas pelo gradiente de 
Percoll observadas ao microscópio de contraste de fase cultivadas em microspot sem recobrimento com 
óleo mineral após 24 e 48 horas respectivamente; (C,D) –  Reação citoquímica de lectina DBA realizada 
sobre lâmina com máscara epoxy tratada com fibronectina após 24 horas de cultivo de células isoladas 
pelo gradiente de percoll e cultivadas em microspot sem óleo mineral com adição de plasma sanguíneo. 







Figura 5. Fotomicrografias de células uNK isoladas em gradiente de percoll 30 e 40% cultivadas em 
meio condicionado com suplementação dos hormônios estradiol (E), progesterona (P) e gonadotrofina 








Figura 6. Fotomicrografias representativas do último período de cultivo de células uNK em meio 
condicionado com suplementação dos hormônios estradiol (E), progesterona (P) e gonadotrofina 
coriônica (CG) isolados e em combinações destes. Note as diferenças do período em horas de cada 
tratamento hormonal in vitro onde foram passíveis de encontrar células íntegras aderidas à superfície 


















Figura 7. Micrografias eletrônicas de células uNK em cultivo microspot de 24h com meio suplementado 
pelo hormônio gonadotrofina coriônica.  (A) Célula uNK aderida na superfície de fibronectina em 
câmara de cultivo, com núcleo (n) de cromatina frouxa, citoplasma escasso com as organelas 
concentradas na região peri-nuclear e; - em (B) detalhe de uma área da mesma célula apresentando 
cisternas do reticulo endoplasmático granular (asteriscos) e  mitocôndrias (m) típicas com membrana 
interna em projeções digitiformes. (C e D) – vesículas destacadas presentes no sobrenadante dos cultivos 
de células uNK, delimitada por membrana plasmática, preenchido por porções do citoplasma contendo 
organelas. Notar as estruturas eletrondensas correspondente aos grânulos que apresentam conteúdo em 






Figura 8. Histogramas das concentrações das proteínas TNF-α, Granzima B e VEGF detectadas nos 
sobrenadantes e das células uNK cultivadas em meios suplementados com os hormônios gonadotrofina 






Figura 9. Histogramas das concentrações das proteínas TNF-α, Granzima B e VEGF detectadas nos 






Figura 10. Histogramas das concentrações das proteínas TNF-α, Granzima B e VEGF detectadas no 







Figura 11. Fotomicrografias em microscopia de contraste de fase da co-cultura de células uNK e células 
embrionárias E14Tg2A. (A,B) – Controle de células E14Tg2A em meio DMEM suplementadas com os 
hormônios estradiol, progesterona e CG onde as células E14Tg2A formam colônias (setas); (C,D) – Co-
cultura de células uNK e células E14Tg2A em meio DMEM suplementadas com os hormônios estradiol, 
progesterona e gonadotrofina coriônica (CG). Note a redução do número e tamanho das colônias de 
E14Tg2A (cabeças de seta) em co-cultura com células uNK (setas) que são identificadas próximas ou 










Figura 12. Dosagem das proteínas Granzima B e VEGF no ensaio de citotoxicidade em co-cultura com 
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